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Résumé

Verticillium dahliae Kleb., champignon tellurique, responsable de la verticilliose de 1’olivier
(Olea europea L.), est responsable d’importants dégats sur 1’arbre et touche actuellement de
nombreuses régions oléicoles en Algérie. Selon les premiéres estimations, 1’incidence actuelle
de la maladie atteint 35 %.

Cinq isolats du parasite issus Sidi Bel Abbes (S1/P1, S2/P1) et de Mostaganem (S3/P1, S4/P1,
S5/P1) sont identifiés et caractérisés sur le plan morphologique et cultural, testés sur une
gamme de pH et de températures, au cours de la croissance de leurs colonies sur milieux de
culture PDA, V8 agar et Milieu petit pois, ensuite sur le plan pathogénique grace a I’étude de
la réaction d’une autre plante hote, la tomate (Solanum lycopersicum).

Les différents milieux de cultures et la variation du pH influencent la croissance et 1’aspect
cultural du champignon. Les isolats de Verticillium dahliae présentent une croissance une
sporulation optimale sur milieu V8 agar, a pH de 6,5 et a température de 22°C.

Le pouvoir pathogene de trois isolats de V. dahliae testé par inoculation artificielle de trois
variétés de tomate, a raison de 10 plantules par variété et par isolat, ont permis d’estimer
’lLA.F (indice d’altération foliaire). Les symptdmes observes (flétrissement du feuillage,
jaunissement et chute des feuilles) ont mis en évidence I’important pouvoir pathogene de

I’isolat S3/P1 issu de site de Bouguirat (Mostaganem).

Mots clés : Olea europea L., Verticillium dahliae Kleb., Caractérisation morphologique et

culturale, pouvoir pathogéne, inoculation artificielle, 1. A.F.



Absract :

Verticilium dahliae Kleb, fungus responsable of verticillium of the olive tree causes
important damages on the tree and now touches many olive growing regions in algeria. For
the first estimates , the actuel impact of the desease reaches 35 %.

Five isolates of the parasite from Sidi Belabes ( S1/P1,S2/P1) and from Mostaganem
(S3/P1,54/P1, S5/P1) are identified and characterized morphologically and culturally , tested
on temperature and pH range , During the growing of their settlements on cultural field PDA ,
V8 Agar and middle pea ,Then pathogenic due to the study of the reaction on anoter plant,
tomato (Solanum lycopersicum).

The different field of cultural and the variation of the pH affect on the growing and the
aspect of fungal cultural.The isolates of verticillium dahliae present a growing and optimal
sporulation on field V8 agar at pH 6.5 and temperature of 22%C.

The pathogenicity of three isolates of V. dahliae tested by artificial inoculation on three
tomato varieties, at the rate of 10 seedling by isolate and variety gave to estimate the (F.A.l)
Foliar Alteration Index. The observed symptoms (leaf foliage ,yellowing and droping leaves)
gave evidence of the important power of the isolate pathogenic S3/P1 from the region of

Bouguirat (Mostaganem).

Keywords : Olea europea L., Verticillium dahliae Kleb., characterization morphologic and

cultural, power pathogenic, artificial inoculation, F.A.l.
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Introduction générale

Introduction

L’olivier représente un patrimoine national important car il constitue dans le domaine écologique
une plante adaptée a toutes les conditions, jouant un réle dans la protection des sols contre
I’érosion. Il assure également un r6le économique et pharmaceutique. Il constitue méme une

importante source pour I’alimentation humaine.

Etant donné les avantages qu’elle procure a I’Homme, une attention particuliere doit étre accordée
a cette plante en recherchant d’autres moyens de son développement et de préservation afin de la

rentabiliser.

La culture est soumise a de nombreuses contraintes qui freinent son développement. Nous
pouvons citer comme exemple le Sirocco qui cause la chute des fleurs ou les périodes de gel qui
causent des dégats au niveau du bois.

Il existe aussi des contraintes biotiques provoquées par de nombreuses maladies d’origine

fongique, bactérienne ou virale.

La verticilliose est une maladie vasculaire causée par un champignon tellurique et hémibiotrophe
appelé Verticillium dahliae Kleb. Le champignon est présent dans de nombreux sols, ou il infecte
aussi de nombreuses plantes hotes appartenant a diverses familles botaniques, et forme des
structures de survie appelées microsclérotes qui persistent pendant des années dans le sol. Par

conséquent, la lutte contre cette maladie est difficile en raison de la biologie du champignon.

Plusieurs moyens de lutte ont été préconisées contre la maladie comme la solarisation (Tjamos et
al. 1991), certaines pratiques culturales comme le travail du sol ( Hiemstra et harris, 1998) et
chimiques. Mais, comme la verticilliose est une maladie vasculaire, aucune méthode de lutte n’est
suffisamment efficace. La lutte contre Verticillium dahliae passe par la parfaite connaissance de
ce dernier notamment sa biologie, sa symptomatologie et son pouvoir pathogéne. Notre travail se
veut ainsi une contribution a 1’étude de ce champignon dans la région ouest de 1’ Algérie. 1l se base
sur la caractérisation du parasite sur le plan morphologique, cultural et pathogénique, en vue

d’apporter des connaissances sur la biologie et le comportement du parasite.
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L’olivier
.1 Historique, origine et aire d’expansion
Les premiéres traces sauvages de ’olivier ont été retrouvées en Asie mineure. Des fouilles sur
des sites préhistoriques ont permis de retrouver des feuilles fossilisées datant du paléolithique
ou du néolithique ainsi que des traces de charbon et de pollens, en bordure du Sahara datant
d’environ 12000 ans avant J-C. On ne connait pas avec certitude le lieu ou ’homme a
commencé a cultiver I’olivier, mais on s’accorde a reconnaitre que 3500 ans avant J-C, elle se

serait faite en Syrie (Loumou, 2003).

L’extension de la culture des oliviers a 1’age de bronze améliora 1’équilibre diététique des
Grecs et facilita leurs éclairages. L’olivier était devenu un élément fondamental de la
civilisation grecque. Lorsque les grecques, au Vlle et Vllle siécle av J.C, fondent des cités sur
tout le pourtour de la Méditerranée, ils apportent avec eux le golt de cette culture qui se
développe. C’est ainsi que I’olivier s’étend en Italie, en France plus précisément en Provence

par ’intermédiaire des Phocéens, qui en 600 av. J .C fondent Marseille (Moreaux, 1997).

Sur les cotes sud de la Méditerranée, 1’olivier progresse par 1’intermédiaire des Phéniciens qui

I’introduisent dans leur colonie de Carthage (Moreaux, 1997).

De la Gréce a I'Espagne en passant par I’Egypte, I’Italie, la Tunisie, le Maroc et la France,
I’olivier va s’implanter durablement sur tout le pourtour méditerranéen jusqu'au XIXe siecle.
Avec la période des grandes découvertes puis de la colonisation, il traverse méme le détroit de
Gibraltar pour voyager vers des pays plus "exotiques™ comme la Californie, le Mexique, le
Chili, I'Afrique du Sud, I'Australie (Moreaux, 1997).

1.2 Longévité de I’olivier

L’olivier est un arbre de longue vie et a feuillage persistant, qui peut atteindre a taille adulte un
maximum de 15 métres et une propagation de 9 métres (Himour, 2006). Il a une longévité qui
dépasse de trés loin celle du cedre, sa durée de vie dépasse généralement plus de 500 ans

(Fig. 01), certains arbres ages de plus de 2.000 ans ont été enregistrés (Bartolini et al., 1999).

)
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Figure 01: Un des plus anciens arbres d’olivier dans le monde retrouvé dans les Pouilles

(Italie) (Baldoni et Belaj, 2009).

1.3 Caractéres taxonomiques et morphologiques de I’olivier
Sa nomenclature vulgaire derive de deux souche méditerranéennes : d’une part le non grec :
oleum d’origine égéenne passe directement au latin olea et, d’autre part, le nom hébreux Zait

ou Sait est passé dans I’arabe Zaitun (Pagnol, 1975 ; in Bellahcene, 2004).

1.3.1 Classification botanique

L’olivier est classé par Maillard (1975) comme suit :

Embranchement : Phanérogames
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Famille : Oleaceées

Tribu : Oléinées

Genre : Olea

Espece: Olea europea L.

La famille des Oléacées comporte 25 genres, le genre Olea serait lui méme composé de 30

especes différentes parmi lesquelles on trouve Olea europea L. avec deux sous especes :

= Olea oleaster (oléastre) : qui se présente sous une forme spontanée comme un buisson

épineux et a fruit ordinairement petit.
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= Olea sativa (olivier cultivé) : constitue par un grand nombre de variétés améliorées,

multipliées par bouturage ou par greffage (Calado et Fausto, 1987).

1.3.2 Description de la plante

e Letronc
Chez les jeunes arbres le tronc est lisse, circulaire et gris-vert a sa dixieme année, il devient
noueux, crevasse, fendu et élargi a la base. Il prend un teint gris foncé. Cet organe parfois
énorme, est un véritable accumulateur de réserves d’ou sortent chaque année des rejets (Rugini
et al., 1999). Dans un environnement sec, le tronc développe une couche subéreuse assez

¢épaisse, alors que chez les arbres irrigués, 1’écorce est mince et les tissus sont souvent viables

(Rugini et al., 2006).

e Le systeme racinaire
Il est puissant et fasciculé, se prolonge a une profondeur de 5a 7 m. Le réseau de racines forme
une couche ligneuse, appelée la matte, dans laquelle s’accumulent des réserves et qui va
permettre de puiser une trés grande quantité d’eau dans le sol (Himour, 2006). Dans les sols
tres imperméables et aérés, le systéeme radiculaire est pivotant. En revanche, dans les sols
lourds, peu ou non aérés, le systeme racinaire est fasciculé et profond (Saad, 2009; Meddad,
2010).

e Lesrameaux
Leur taille est de quelques dizaines de centimetres suivant la vigueur et la variété de 1’arbre, ils
sont delimités a leur base par un entre-nceud marquant 1’arrét de la croissance hivernale. Ces
rameaux peuvent étre:
» des gourmands vigoureux et verticaux: qu’on distingue a leur longueur trés importante.
= des rameaux de prolongement des branches et de charpentes, se terminant par un
bouquet de pousses (Leva et al., 2002).

= Les feuilles
Les feuilles sont épaisses, lancéolées, simples, opposées et de couleur verte. Leur taille varie de
3ab5cmdelong sur 1 a 1.5 de large (Bartolozzi et Fontanazza, 1999). Le feuillage est
persistant. Les feuilles vivent au moyenne 3 ans, puis jaunissent et tombent principalement en
été (Cresti et al., 1996). Le limbe coriace présente une face supérieure gris-verte, lisse et

brillante. La face inferieure est recouverte d’un duvet qui lui donne un aspect argenté.
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1.3.2.1 Lesfleurs

Les fleurs sont petites, ovales, blanches et odorantes. Elles sont disposées en grappes (Fig. 02)
(en moyenne de 10 & 40) dressées a I’aisselle des feuilles (Fabbri et Benelli, 2000).

L’olivier n’est pas mellifere, la fécondation ne dépend pas des insectes mais des vents et des
courants d’air qui permette au pollen d’étre échangé entre les fleurs. Seulement 5% des fleurs

donneront des fruits (Diaz et al., 2006).

Figure 02 : Fleur d’olivier.

= Les fruits

L’olive est une drupe charnue, ovoide, verte au début puis devient noire a maturité compléte
(Terral et al., 1996), de dimensions variables selon les variétés (Saad, 2009). Le fruit est
composé de trois éléments (Rotondi et al. , 2003; Lumaret et al., 2004):

- L’¢épicarpe (peau) recouverte d’une matiére cireuse imperméable a I’eau (la pruine).
Le changement de couleur est dd a une oxydation effectuée par des phénol- oxydases.

-Le mésocarpe (pulpe) charnue et riche en matiére grasse stockée durant la lipogeneése.
Le mésocarpe est constitu¢ d’huile (22%), de l'eau (50%), de protéines (1,6%), de glucides
(19,1%), de la cellulose (5,8%) et des minéraux (1,5%).

- Le noyau dur, osseux, formé d’une enveloppe (endocarpe) et contient une amande
avec deux ovaires (Fig.03), dont I’un est généralement stérile et non fonctionnel. La graine

produit un embryon, qui donnera un nouvel olivier lorsque les conditions sont favorables.
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mesocarpe
ou pulpe

Figure 03 : fruit d’olivier (Rossini, 1999).

Les fruits n’apparaissent qu’aprés la septiéme année. Ensuite, sa production augmente avec
constance entre la septieme et la trente-cinquiéme année. A cet age, il parvient a maturité et
produit de maniére réguliere jusqu’a ses cent cinquante ans, stade ou il entre peu a peu dans sa

période de sénescence (Avenard, 2008; Turan, 2011).

1.4 Le cycle végétatif de I’olivier
L’olivier se développe dans le climat méditerranéen. Le déroulement annuel de son cycle est

étroite relation avec son aire d’adaptation (Loussert et Brousse, 1978) (Fig. 04).
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Figure 04: Cycle végétatif annuel d’olivier (Rallo, 1998 ; Girona, 2001).




Chapitre | : Revue bibliographique

1.5 Répartition d’oléiculture dans le monde

La culture de l'olivier occupe dans le monde une superficie de 8,6 millions d'hectares en 2003
pour une production de 17,3 millions de tonnes d'olives.

Le patrimoine mondial est évalue a 900 millions d'arbres avec des densités qui varient entre 17
a 400 arbres/ha (C.0O.1., 2005).

Les principaux pays producteurs sont: I'Espagne, I'ltalie, la Grece et la Turquie qui représentent
a elles seules 80% de la production mondiale d'olives (Tab. 1). Les pays producteurs sont situés

particulierement dans la zone méditerranéenne (F.A.O., 2003).

Tableau 01: Les superficies oléicoles cultivées durant 1’année 2003

Superficies cultivées (ha Pourcentage (%0)

Espagne 2400000 27,91
Italie 1140685 13,26
Gréce 765000 8,89
Turquie 594000 6,90
Tunisie 1500000 17,44
Maroc 550000 6,39
Egypte 49888 0,58
Algérie 178000 2,07
Portugal 430000 5,00
France 17000 0,19
Monde 8597064 -

(Source: F.A.O., 2003)

1.6 L’oléiculture en Algérie
L’oléiculture algérienne dispose d’un patrimoine de 175.000 ha d’oliviers a huile ou mixtes, sur

lesquels sont plantés 20 millions d’arbres.

En 1989, on prévoyait 3.000 hectares de nouvelles plantations ; a I’heure actuelle, pres de
2.500 ont effectivement été plantés (Carlos Tio et al., 1997).

L’Algérie a mis en place un programme de développement de 1’oléiculture et de modernisation
de I’industrie oléicole, dans le cadre d’une « stratégic de développement de 1’oléiculture

jusqu’en I’an 2000 » (Carlos Tio et al., 1997).
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L’olivier est localisé dans le nord (Fig. 05).

- L'oliveraie en 1999

2 CHLEF
BOUIRA

JUEL

B. ABBES
MOSTAGANEM
35 : BOUMERDES

6 : BEJAIA

13 ¢ TLEMCEN
19: SETIF
24: GUELMA
29: MASCARA
41: SOUK AHRAS

9 : BLIDA
15 ¢ TIZI-OUZOU
21: SKIKDA
44 : AIN DEFLA
34: BORJ BOU-ARRERL
42 : TIPAZA

10
18
225
m

- Nouvelle aire oléicole

3 : LAGHOUAT
5 1 BATNA

81 BECHAR

14 : TIARET

20: SAIDA

32: EL-BAYADH
40 : KHEMCHELA

4: 0.E.BOUAGHI
71 BISKRA
12: TEBESSA
17: DIELFA
28: M'SILA
39: EL-OUED
45 ¢ NAAMA

Figure 05: Carte oléicole d’Algérie (Source : Institut Technique des Arbres Fruitiers,
ITAF, 2008).

1.7 Principales variétés d’olivier algériennes
L’Algérie dispose d’un patrimoine constitué de 164 cultivars autochtones et introduits de toute
la méditerranée et méme d’outre Atlantique. Les travaux de caractérisation entamés par Mendil
et Sebai (2006) ont permis de répertorier 72 variétés autochtones dont 36 sont homologuées, le
reste est en court de réalisation. Les variétés nationales les mieux connues sont recommandées
dans les régions d’origine.
= Azeradj: Petite Kabylie (oued Soummam), occupe 10% de la surface oléicole
nationale Arbre rustique et résistant a la sécheresse, utilisé pour la production d’huile et
olive de table.
= Blanquette de Guelma : Originaire de Guelma; assez répandue dans le Nord-est
constantinois, Skikda et Guelma. Sa rigueur est moyenne, résistant au froid et
moyennement a la sécheresse.
= Bouricha,olive d’El-Ar rouch: de El-Harrouch, Skikda. Arbre rustique, résistant au
froid et & la sécheresse
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Sigoise: cette variété est localisée au niveau des plaines de 1’Ouest, et plus exactement
dans la plaine de Sig dont elle porte le nom Sigoise. Elle dérive de la variété picholine
frangaise.
Selon T’utilisation il existe des :
e Variétés a huile : Abelout, Chemlal, Faneya, Haimel, Limli.
e Variéetés a double aptitude ou double fin : Adzeradj, Blanquete de Guelma,
Boechout de la Soummam, Bouchouk Lafayette, Sigoise (Giuseppe Fontanazza
etal., 1997)

1.8 Principales maladies de I’olivier

L’ol¢éiculture est confrontée a plusieurs problémes en particulier les attaques causées par des

micro-organismes (bactéries, champignons) ou des virus.

(Eil de paon (Cycloconium oleaginum Cast.): ses dégats se présentent comme taches
foliaires circulaires s’accroissant depuis le point de pénétration du champignon. IL
s’ensuit une chute massive des feuilles, 1’affaiblissement des arbres et des pertes de
récoltes (Guechi et Girre, 2002).

Verticilliose (Verticillium dahliae Kleb): Dessechement rougeéatre des rameaux. Sortie
importante de rejets. Perte d’une charpentiére ou de I’arbre (Matallah boutiba, 1998;
Bellahcene et al., 2005).

Bactériose (Pseudomonas Savastanoi Smith): Tumeurs, nodules sur le bois. Eclatement
de I’écorce, baisse de vigueur et de production (Assawah et Ayat, 1985).

Bactériose (Xylella fastidiosa): C’est un organisme de quarentaine, signalé
actuellement dans plusieurs pays dont I’Italie. Il cause brllure et desséchement des
feuilles. La périphérie des feuilles passe ainsi du jaune au brun foncé, puis le
brunissement se propage vers l'intérieur de la feuille pour finalement aboutir a la
dessiccation. les feuilles desséchées et les drupes flétries restent attachées (Jean-Louis
Thillier, 2013).

Maladies d’origine virale : la plupart des virus sont associés a des dégats plus ou
moins graves aux plantes qu’ils parasitent qui se traduisent par des pertes quantitatives
et/ou qualitatives de la récolte (Clara et al. 1997). La variété Manzanillo, cultivée en
Palestine a été affectée par un virus Spherosis (Lavee et Tanne, 1984). En Italie, Savino
et Gallitelli (1983) ont montré qu’un virus attaquant les cerises cause également
I’enroulement des feuilles chez les oliviers. D’autres auteurs ont signalé des symptomes

viraux dans des cultures d’olivier en Grece (Barba, 1993; Kyriakopoulos, 1993).

|
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La verticilliose de ’olivier

1.1 Définition et nomenclature

La verticilliose causée par un champignon tellurique, verticilluim dahliae, est une maladie
vasculaire connue dans de nombreuses régions du monde (Harrington et al., 2000), ce
pathogéne est trés répandu puisqu’il attaque un grand nombre d’espéces, aussi bien ligneuses
qu’herbacées. Sur ’olivier, le champignon a été décrit pour la premiére fois en Italie (Ruggieri,
1946) puis signalé dans différents pays du bassin Méditerranéen, Espagne, France, Syrie
(Civantos, 1999).

La maladie a été aussi signalée en Algérie depuis le debut des années 1990 (Benchabane, 1990)
et depuis ne cesse de s’étendre sur de nombreuses oliveraies en Algérie (Alia, 1991;
Abderhamani, 1992; Bellahcene et al. 2000; Benadjal, 2007). Ces études ont montré
I’importance des dégats de cette trachéomycose et les conséquences néfastes sur 1’arbre,

souvent irréversibles.

Il est connu sous le nom vulgaire de vericilosis del olivo en Espagnol, verticilluim wilt en

anglais, verticilliose de I’olivier en francais et tracheoverticillosi en italien.

I1.2 Classification et caractéristique morphologique
Le genre Verticillium a été mis en évidence pour la premiére fois en 1816 par Nées Von

Esenbeck. Basé sur la morphologie de ses conidiophores (Heffer, 1995).
L’agent infectieux V. dahliae est un champignon imparfait, haploide et dimorphe (Pegg Et
Brady, 2002 ; Kosterman et al. 2009), les données bibliographiques (Fradin et Thomma, 2006;

Lopez-Escudero et Mercodo-Blanco, 2010; Martin-Lappier, 2011) le classent comme suit :

Régne : Fungi
Phylum : Ascomycota

Sub-phylum :  Pezizomycotina

Classe : Sordariomycétes

Sous classe : Incertaesedis

Ordre : Phyllachorales

Famille : Plectosphaerellacea

Genre : Verticillium

Espece : Verticillium dahliae (Kleb.)

=
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11.3 Description de I’agent causal

Le genre Verticillium a été classé en fonction de ses caractéristiques morphologiques
distinctives et ses conidiophores verticillées. Morphologiquement V. dahliae présente un
myceélium veégétatif hyalin, cloisonné et multinuclé. Les conidies sont hyalines, ovoides ou
ellipsoides, et habituellement unicellulaires. Elles mesurent 3-6 x 1.5-2 um. Elles peuvent étre
trouvées individuellement ou en groupe. Elles sont portées sur des phialides disposées en
verticille sur des conidiophores (Fradin et Thomma, 2006).

1.4  Symptémes de la maladie

Le V. dahliae affecte en premier temps les racines de jeunes plantes, colonise les cellules du
xyléme et du phloeme, puis les tiges ainsi que les feuilles par le flux de la seve.

Cela provoque des Iésions vasculaires avec des perturbations circulatoires qui se traduisent par
deux types de symptdmes (Jabnoun-Khiareddine et al., 2007): Le dépérissement rapide, aigu

«apoplexie» et le dépérissement lent, chronique :

11.4.1 Le dépérissement rapide ou « apoplexie »

Ce syndrome se caractérise par un desséchement rapide des feuilles, impliquant un
flétrissement sévere des branches principales et secondaires, qui se produit principalement de la
fin de I'niver au début du printemps. Les premieres feuilles deviennent chlorotiques, puis
tournent au brun clair, et subissent dans certains cas des enroulements vers l'intérieur, tout en

restant attachées aux branches.

Ce dépérissement arrivera a toucher a la fin les branches et les rameaux. Chez les jeunes arbres
(agés de 5 a 15 ans), il est tres fréquent de constater la mort de 1’arbre entier lorsque 1’apoplexie

atteint les jeunes plants.

Toutefois la défoliation partielle de 1’arbre peut se produire avant la mort de celui-ci. Dans
d'autres cas, chez les arbres jeunes ou adultes, les feuilles séchées peuvent rester attachées aux

pousses et aux branches (Lopez- Escudero et Blanco Lopez, 2001; Bellahcene, 2004).

11.4.2 Le dépérissement lent

Il se caractérise par une nécrose des inflorescences. Les fleurs se momifient et restent attachées
a I’arbre. Les feuilles sur les pousses affectées prennent la couleur vert terne et tombent avant
le flétrissement, sauf pour celles qui se trouvent a I'extrémité distale des pousses.
Habituellement, les symptémes des inflorescences se développent avant que les symptdmes

foliaires apparaissent. Enfin il s’en suivra la nécrose des pousses. L'écorce des pousses

&
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affectées, devient brun rougeétre, et les tissus vasculaires intérieurs montrent une coloration
brun foncé. Les symptomes apparaissent au printemps et progressent lentement jusqu’au début

de I'été (Jabnoun Khiareddine et al., 2007; Colella et al., 2008).

Les branches affectées ainsi que le tronc principal de I'arbre, montrent souvent une teinte
pourpre avec des lésions nécrotiques assez importantes situées dans I'axe présenter un seul ou
plusieurs symptomes cités et cela en fonction de la durée de la période propice de la maladie
(Vallad et Subbarao, 2008). Plusieurs auteurs ont observé des vaisseaux obturés de thylles, et
de gommes au niveau des zones infectées. Ces substances sont sécrétées par les cellules de
I’hote en réaction a I’effet de divers enzymes de V. dahliae (Boukenadel, 2002). La guérison est
un phénomeéne naturel communément associée a des mécanismes qui permettent aux arbres de
surmonter les blessures, et peut étre activée aprés les infections causées par des pathogenes
vasculaires tel que V. dahliae. Par ailleurs, ce rétablissement naturel a été particulierement
observé chez I’olivier (Mercado-Blanco et al. 2001; Markakis et al. 2009).

1.5 Cycle de développement de V. dahliae
Verticillium dahliae peut survivre dans le sol durant plusieurs années, jusqu’a 20 ans, sous

forme de microsclérotes (amas de cellules de 0.1 a 0.5 mm) libres ou dans des tissus infectés
(Civantos, 1999; Julien, 2005). Parasite facultatif, son cycle de développement se déroule en 2
phases, une phase saprophytique qui comprend une période d’activité et une phase parasitaire

qui se déroule dans la plante-héte (Fig. 06) (Hiemstra, 1998).

Pendant la phase saprophytique, le champignon pérennise, sous forme de microsclérotes, plus
de 14 ans dans le sol, aux dépens des débris végétaux et des matériaux organiques

(Triki et al., 2006). C’est ainsi qu’il se dissémine par le mouvement des sols infectés, les débris
végétaux infectés, ’eau d’irrigation, 1’équipement agricole, le vent, les insectes telluriques,
prédateurs, polinisateurs...etc. (Civantos, 1999; Klosterman et al., 2009; Chawla et al. 2012). Il
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 des bonnes conditions de température et d’humidité du sol.

La phase parasitaire du champignon débute par la germination des microsclérotes en reponse
aux exsudats racinaires de 1’olivier. Il en résulte une émission des hyphes qui colonisent le
cortex des racines. Le mycélium s’introduit par ’extrémité ou par les cellules épidermiques

(Garber, 1966) et gagne ensuite via la séve les vaisseaux du xyléme, c’est I’infection primaire

(Fradin et Thomma, 2006 ; Vallad et Subbarao, 2008).

|
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Le parasite se reproduit asexuellement dans les vaisseaux, a I’intérieur desquels il progresse,
grace aux transports des conidies par le flux de la seve ascendante aux pieces aériennes de
I’arbre (Vallad et Subbarao, 2008), ou elles constituent des foyers secondaires d’infection ;

c¢’est I’infection secondaire (Garber, 1966).

La poursuite ainsi de I’infection du systéme vasculaire conjugué aux toxines émises par le
parasite, font que la plante produise des dép6ts gommeux qui obstruent les vaisseaux
conducteurs y entravant ainsi le transport d’ecau (Klosterman et al., 2009) et donne des
symptdmes de flétrissement qui se déclenchent sur les parties aériennes atteintes (Tombesi et
al., 2007 ; Laoune et al., 2011).

A la fin du cycle d’infection, le champignon forme des microsclérotes dans les parties mortes
de I’arbre. Cela permet le retour du champignon au sol et la reprise éventuelle d’un nouveau

cycle infectieux (Fradin et Thomma, 2006 ; Klosterman et al. 2009).

Production de
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Figure 06: Cycle de développement de V. dahliae (Berlanger et Powelson, 2000).
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11.6 Facteurs influencant la maladie

L’incidence de la maladie est plus grande dans les oliveraies irriguées (Civantos, 1999). Bien
que la température soit I'une des plus importantes variables dans les études epidémiologiques,
son influence dans l'apparition et le développement de V. dahliae a été a peine étudiee.
Température optimale pour V. dahliae variait entre 22 et 25 °C qui coincide avec le la
température la plus favorable pour le développement de beaucoup de champignons (Garber et
Presley, 1971). La gravité des attaques du champignon est favorisée par la température de l'air
(20 a 25° C) pendant les jours de printemps, suivis des étés avec une amplitude thermique plus
large mais avec des pics de jour ne dépassant pas 30-35 °C (Wilhelm et Taylor 1965; Lopez-
Escudero et Blanco-L6pez 2001).

La plantation d’oliviers sur les terres ou ont été¢ cultivées préalablement d’autres plantes
sensibles telles que le cotonnier ou des cultures horticoles comme I’aubergine ou le piment

favorise la maladie (Civantos, 1999).

1.7 Stratégies et méthodes de lutte
Compte tenu de la longévité des microsclérotes dans le sol, les pratiques culturales classiques

comme la rotation des cultures (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 difficiles et sans grand effet
(Wilhelm, 1951). Quant aux méthodes de lutte physique, telles que la stérilisation a la vapeur

ou la solarisation, elles sont tres colteuses (Katan, 1981; Saremi et al., 2010).

11.7.1 La lutte chimique

En pratique, la lutte chimique constitue et de loin le type de méthode le plus utilisé 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 (le bromure méthylique) (Fravel et Larkin, 2000 ;
Martin- Lapierre, 2011) ou I’utilisation de fongicides systémiques (méthyl-thiophanate,
thiabendazole, bénomyl et carbendazime) (Henni, 1982; Boukenadel, 2001; Kumar et al.,
2012). Ce recours aux produits chimiques, toujours valables dans certaines situations,
engendrent cependant des codts élevés et des impacts sur 1’environnement (Nannipieri et al.
1990). Actuellement aucun traitement curatif n’a prouvé son efficacité (Arslan et Dervis,

2010).

=
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11.7.2 La lutte biologique

Dans un contexte d’oléiculture durable, la lutte biologique peut offrir de nombreuses méthodes
de lutte alternative au traitement chimique (Uppal et al., 2008). Ce moyen de lutte met en
ceuvre différents organismes vivants, appelés auxiliaires, ou leurs produits, pour prévenir ou
réduire les dégats. Il s’agit d’utiliser surtout les microorganismes tels que Pseudomonas sp. et
Bacillus sp. (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) et Trichoderma virens (Hanson, 2000). Ce moyen de lutte a

malheureusement dévoilé un succes limité contre la verticilliose (Sanei et al., 2010).

11.7.3 La lutte génétique

La lutte génétique par [l'utilisation des variétés résistantes demeurerait le moyen
économiquement le plus efficace pour combattre ce fleau. (Liu et al., 2012). Cependant, V.
dahliae présente une diversité génétique importante qui lui confére une grande variabilité de
pouvoir pathogéne (Cherrab et al., 2002). Ainsi, la variété Oblanga réputée résistante en
Californie en faisant ses preuves pendant plusieurs années (Hartmann et al., 1971 ; Wilhelm,
1981) s’est révélée sensible en Grece, avec 1’apparition de nouvelle race de V. dahliae (Besri et
al., 1984 ; Tjamos, 1984).

Des variétés résistantes a la race 1 de Verticillium a fait ses preuves pendant plusieurs années.
Néanmoins, son efficacité a diminué avec 1’apparition d’une nouvelle race, la race 2 (Besri et

al., 1984 ; Tjamos, 1984), a laquelle aucune variété ne présente une résistance satisfaisante.

11.7.4 La lutte intégrée

La prise en conscience des limites des méthodes chimiques, biologiques et génétiques contre
cette trachéomycose a incité les chercheurs a s’orienter vers le développement de la lutte
integrée. Cette lutte consiste dans I’emploi combiné et raisonné de toutes les méthodes
(culturale, physique, chimique, biologique et génétique), 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).
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Matériels

.1 Matériel fongique

Nous avons utilisé cing isolats de verticillium dahliae dans notre étude. 1ls appartiennent a la

collection du laboratoire de Protection des végétaux (Laboratoire de Recherche, Université de

Mostaganem).

Tableau 02: Origine et date de collecte des isolats de V. dahliae étudiées.

Codification  Site de prélevement Wilaya Date d’isolement
S1/P1 Sfizef Sidi Bel Abbes 01/06/2015
S2/P1 Sfizef Sidi Bel Abbes 01/06/2015
S3/P1 Bouguirat Mostaganem 01/06/2015
S4/P1 Hassi Mameche Mostaganem 20/12/1015
S5/P1 Hassi Mameche Mostaganem 20/12/1015

1.2 Matériel végétal

Des plants de tomate (Solanum lycopersicum) appartenant a la famille des Solanacées sont

utilisés dans cette étude. La plante présente I’avantage d’étre sensible & de nombreuses

maladies cryptogamiques, notamment la verticilliose (Beye et Lafay, 1988). Cette plante a un

cycle plus ou moins court ce qui permet d’obtenir rapidement des symptomes.

Nous avons choisis trois variétés différentes de tomate (Tab. 03).

Tableau 03: Fiche technique des variétés de tomate utilisées pour le test de pathogénicité

Variété Type de Culture Résistance aux Société
croissance maladies
Printemps,
Tiger (trés tot) Indéterminée TOMV/Vd/FO-1 Yuksel Seeds
Automne
Baghera Printemps Clause Vegetable
. Dé iné . Fol: 1,2
(précoce) ctermince froid 0 Seeds
Bobcat(semi-
) Déterminée Printemps Fol: 1,2 Syngenta Seeds
précoce)

Source:http://www.ecoplantgalati.ro/ocart/seminte-tomate-baghera,
https://www.marcoser.ro/produse/seminte-de-legume/tomate/tomate-de-camp/bobcat-f1.html,
http://www.agrifarmbh.ro/seminte-profesionale-de-legume/seminte-de-tomate/seminte-

tomate-cherry/tiger-f1-detail.
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Il. Méthodes

1.1 Caractérisation morphologique et culturale des cing isolats de Verticillium

dahliae
11.1.1 Mesure de la taille des conidies

La mensuration des conidies est réalisée sur des cultures du champignon agees de 10 jours et
poussant sur milieu PDA, a une température de 22°C.

Cette étude a porté sur la longueur et la largeur de 100 conidies par isolat ; elle est réalisée a
I’aide d’un microscope photonique préalablement étalonné. La suspension de spores a été
réalisée dans un liquide neutre : I’eau.

Le mode opératoire consiste a déposer entre lame et lamelle une goutte de suspension

conidienne qu’on observe au grossissement (4x100).

1.2 Etude de l’'influence de quelques facteurs abiotiques sur la croissance et la
sporulation du Verticillium dahliae ™ in vitro ™
Parmi les facteurs physiologiques qui influencent la croissance fongique et la sporulation,

nous avons étudié¢ 1’influence de la composition du milieu, la température et le pH.

11.2.1 Influence du milieu de culture sur la croissance et la sporulation du V. dahliae

Dans cette étude, nous avons utilisé trois différents milieux culture :

= Milieu PDA
= Milieu petit pois
= Milieu V8

La composition de ces milieux de culture est donnée en annexe 01.

Les isolats fongiques sont ensemenceés sur les différents milieux de culture en boites de Pétri
en placant un disque de 5 mm de diametre prélevé a I’emporte piece, a la périphérie d’une
culture jeune (agée de 7 jours) sur milieu PDA. Trois boites de Pétri ont été ensemencées par
milieu de culture pour chaque isolat. L’influence du milieu est étudiée sur un seul niveau de

température (22°C).

11.2.2 Influence la température sur la croissance et la sporulation du V. dahliae
Le but de cette étude est de déterminer la température optimale de la croissance mycélienne
des cing isolats fongiques qui sont ensemences dans des boites de Peétri de 90 mm de
diametre. Pour ce test quatre niveaux de température sont étudies (20, 22, 25 et 30 °C). Pour

chaque isolat et pour chaque température, trois répétitions sont utilisées.

0
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11.2.3 Influence du pH sur la croissance et la sporulation du V. dahliae
Pour cette étude, nous avons utilisé le milieu PDA que nous avons a réparti dans des
erlenmeyers de 100 ml, ou nous avons a ajouté des quantités de Hcl (4N) et NaOH (4N)
(Annexe 02) a I’aide d’un pH métre pour obtenir une gamme de pH varie de 4.5 a 6.5 selon la
méthode décrite par Solomen (1951) in Loubelo (1992). Apres autoclavage les milieux ainsi
acidifiés sont coulés en boites de Pétri. Pour chaque isolat et pour chaque niveau de pH, trois

répétitions sont utilisées.

1.3 Méthode de mesure de la croissance et de la sporulation du parasite

11.3.1 Evaluation de la croissance mycélienne
La croissance mycélienne des cing isolats est évaluée par la mesure de la croissance linéaire et
diamétrale des colonies (Kaiser, 1973), a I'aide d'une régle graduée, en mesurant la moyenne
de deux diametres perpendiculaires des colonies. Les mesures sont réalisées toutes les 72

heures.

La croissance mycélienne des colonies est déterminée selon la formule suivante :

L:T (Rapilly, 1968)

L : Croissance myceélienne (mm)
D : diametre moyen de la colonie (mm)

d : diametre du disque mycélien initial (mm).

11.3.2 Mesure de la sporulation

Elle a été évaluée a partir d’une culture 4gée de 10 jours. La technique consiste a verser 10 ml
d’eau distillée stérile sur la surface de la boite de Pétri contenant le champignon. Apres 15
minutes de contact avec 1’eau, afin de libérer toutes les conidies du champignon, la colonie est
grattée superficiellement avec une lame de bistouri. La suspension ainsi obtenue est filtrée a
travers une mousseline.

A partir de chaque suspension conidienne ainsi préparée, un échantillon de 100 pl est prélevé.
Il est examiné a 1’aide d’une lame de malassez sous un microscope optique (x400). On
compte le nombre de conidies pour chaque échantillon (Hanounik et Maliha, 1984).

NB: La sporulation est estimée dans tous les cas :test de milieu, de pH et de température pour

les 5 isolats aprés 21 jours de culture.
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11.4 Test de la pathogénicité de Verticillium dahliae sur tomate (Solanum lycopersicum)
Le test de pathogénicité sur olivier demande du temps pour 1’apparition des symptdmes, a
cause de la longue période d’incubation du champignon au niveau de cette plante. La tomate
(Solanum lycopersicum) étant aussi une plante héte pour le Verticillium dahliae, 1’expression
des symptdmes sur cette plante y est plus rapide, nous avons donc utilisé cette plante pour
déterminer la pathogénicité de chaque isolat.

Trois isolats de V. dahliae ont servi pour ce test : S1/P1 (Sidi Bel-Abbes) et S5/P1, S3/P1 de
Mostaganem (Tab.1, page. 16).

11.4.1 Obtention des plants
Les graines de tomate sont désinfectées par trempage dans de 1’eau de javel pendant 2
minutes afin d’éliminer toute contamination superficielle, elles sont alors rincées quatre fois

a I’eau distillée stérile, séchées sur papier filtre stérile.

Les graines sont semées dans des pots en plastique contenant du terreau stérile. Ces pots ont
¢été préalablement désinfectés a 1’eau de javel. Pour faciliter le drainage lors des arrosages,

quelques petits trous sont réalisés sur le fond de chaque pot.

Les plants sont exposés en serre (20 a 25°C). lls sont arrosés deux fois par semaine a I’cau de

robinet jusqu’au stade requis pour I’inoculation (stade de 2 a 3 feuilles) (Fig. 7,8).

Figure 07 : Obtention des plantules de tomate agées de trois semaines.
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11.4.2 Préparation de I’inoculum fongique
L’inoculum fongique a été préparé selon la méthode de Blanco-Lopez et al. (1989). Les cing
isolats de V. dahliae sont cultivés sur milieu PDA, a I’obscurité et a 25° C.
Aprés dix jours de culture, les isolats n’ont produit aucun microsclérote, par la suite une
suspension sporale a été¢ obtenue en mélangeant du mycélium, des conidies, et 17,5 ml d’eau
distillé stérile par boite. Elle est préparée par grattage de la surface a 1’aide d’une lame de
bistouri puis filtrée a travers une mousseline.
La suspension est recueillie puis ajustée a 5,5 x10° spores/ml par estimation de la densité sur
lame Malassez.
A fin de fixer I’inoculum sur les racines de la tomate, dix boites Pétri contenant I’agar ont été
ajoutées a la suspension sporale obtenue puis mélangeé tous le contenu a 1I’aide d’un mélangeur

a main et en obtenant une masse de fluide semi-solide (fig. 08).

11.4.3 Inoculation

Les racines des plantes ont été lavees avec de I'eau pour éliminer le substrat de croissance, le
systeme racinaire nu de chaque plante a été immergé pendant une minute dans l'inoculum
jusqu'a ce que la racine soit imprégnée bien avec une masse de fluide semi-solide. Environ 30
ml de la masse semi-solide ont été nécessaires par plante pour endommager compléetement
toutes les racines (Blanco-Lopez et al. 1989).

Les plantes ont ensuite été transplantées individuellement dans des pots en plastique stériles,
contenant du sol stérile (fig. 08).

Les plantes témoins non inoculées ont été soumises au méme procédeé décrit ci-dessus, mais la
masse fluide comprenait un mélange d'eau distillée stérile et de plaques de PDA sans agent

pathogéne.
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Figure 08 : les étapes d’inoculation végétale selon Blanco-Lopez et al. (1989).

11.4.4 Notation de la maladie
Aprés 20 jours d’incubation les plantes sont observées chaque cinq jour et I’on note
I’apparition du 1% signe foliaire de verticilliose : épinastie, chlorose ou flétrissement suivant
les cas. Les plantes qui n’ont manifesté aucun symptome au bout d’un mois sont considérées
comme saines.
Nous avons utilisé I’indice d’altération foliaire (I.A.F) qui permet d’exprimer I’intensité des
dégats foliaires provoqué par le champignon. Les symptdmes sont progressifs. Ils
commencent par le flétrissement puis chlorose et chute des feuilles
Un indice de maladie variant entre 0 et 4 est attribué a chaque plante suivant une échelle bien
définie selon Béye et lafay (1985).

Une note est attribuée a chaque plante :

0: plante d’aspect saine.

1 épinastie ou feuille flétrie sans chlorose.

2: une ou plusieurs plages légerement chlorotiques sur une ou plusieurs folioles.

3 Plages chlorotiques sur toute la surface d’un ou plusieurs folioles ou plage chlorotique

a centre nécrose sur une ou plusieurs folioles.

4: Nécrose complete de plusieurs folioles ou feuille morte.

B
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Un indice d’altération foliaire est ensuite établi pour chaque plante.

somme des notes
LA.F= , , x 100
maximum possible

Le maximum possible est égal a 4 fois le nombre de feuilles bien développées portées par la

plante.

I.5 Analyse statistique

Le traitement de toutes les données "in vitro" et "in vivo" a été réalisé a I’aide de Microsoft
Office Excel pour le classement des données brutes et pour 1’élaboration des graphes.
L’analyse de variance et la comparaison des moyennes (test de Newman-Keuls et Annova) ont

¢été effectuées par I’utilisation du logiciel Stat box version 6.40.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives
Le champignon a n’a pas révélé de variabilité entre les isolats au niveau de la pigmentation de

la colonie et la production des microsclérotes.

Les caractéristiques culturales effectuées notés en laboratoire font apparaitre un changement
d’aspect morphologique du champignon d’un milieu de culture a 1’autre, d’une valeur du pH a

[’autre.

Il existe une différence entre les isolats au niveau de la sporulation, de la croissance

myceélienne et de la taille des conidies.

Verticillium dahliae se développe mieux sur milieu V8 agar, comparativement au milieu PDA

et au milieu petit pois.

Le pH optimum pour la croissance et la sporulation du champignon est a 6,5. Les valeurs de
pH de 4,5 et 5,5 provoquent un ralentissement de la croissance, un changement de 1’aspect

cultural de la colonie (couleur et forme) et une inhibition partielle de la sporulation.
La température optimale de croissance de V. dahliae esta 22°C.

Sur le plan pathogénique, les isolats ne montrent pas le méme degré d’agressivité, certains

sont plus agressifs que d’autres.

Ce travail préliminaire mériterait d’étre poursuivi et cibler des populations du champignon

plus importantes, en vue de confirmer les résultats auxquels nous avons abouti.

A Tavenir, I’étude doit s’intéresser a 1’identification des pathotypes et a la recherche des

cultivars résistants locaux, car jusqu'a présent les cultivars algériens ne sont pas caractérisés.

Nous devons aussi caractériser les populations du pathogéne grace aux marqueurs
moléculaires tels que SSR, RADP, RFLP.. .etc

Au niveau de la lutte, il est souhaitable d’axer la recherche sur la rhizosphére. Les mycorhizes
ainsi que les phénoménes d’antibiose et de parasitisme entre microorganismes (bactéries et

champignons) sont une voie a prospecter.
En attendant,

La lutte intégrée doit étre privilégiée.
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I.  Caractéristiques morphologiques et culturales des isolats de Verticillium dahliae

1.1 Aspect macroscopique

Apres 6 & 7 jours de culture sur milieu P.D.A, les colonies de verticillium dahliae présentent
un mycélium blanc et dense plus ou moins cotonneux (fig. 9A).

Mais sur le milieu V8 le mycélium apparait blanc cotonneux puis devient noir aprés 15 jours

de culture en raison d’une abondante production de micro-sclérotes (fig. 9 B).

Figure 9 : Aspect macroscopique de Verticillium dahliae :
A, sur milieu PDA ; B, sur milieu V8.

1.2 Aspect microscopique

Les cing isolats produisent des conidies plus ou moins allongées et des microsclérotes en
grande quantité. L’identification du genre Verticillium est réalisée en se référant au manuel de
Barnett et Hunter (1972). Elle est basée sur les caractéristiqgues morphologiques des hyphes et
des organes de reproduction asexuée. Les observations microscopiques montrent la présence
d’hyphes mycéliens ramifiées et des conidiophores portant des phialides verticillées, a leur
extrémité desquelles se distinguent des conidies plus ou moins arrondies (fig.10). Des amas
de micro-sclérotes sont observés. L’identification de 1’espéce est réalisée selon les criteres
décrits par de nombreux auteurs (Jabnoun-Khiearddine et al., 2010 ; Lola et al., 2011 ; Kumar
etal., 2012).

E
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1.3

Figure 10: Aspect microscopique de V.dahliae,(A): phialides, (B): conidies, (C):

microsclérotes (Gx400) (Originale 2017).

Dimension des conidies

La mensuration des conidies des cing isolats de V. dahliae révéle une Iégeére variabilité de la

longueur et de la largeur. L histogramme de la figure 11, illustre les variations de la taille des

conidies.

Les isolats présentent une longueur et largeur qui varie faiblement d’un isolat a un autre, soit

respectivement entre 3,38 um a 9,88 umet 1, 3 um a 6,5um.

Les observations révelent des spores de petite taille, hyalines, de forme ovoide.

Le tableau 04 donne les limites supérieures et inférieures de la taille des conidies, ainsi que la

largeur et la longueur moyennes des conidies de chaque isolat.

Tableau 04: Longueur et largeur moyennes des conidies des cing isolats de V. dahliae.

Isolat longueur moyenne Largeur moyenne Intervalle de la taille (um)
(um) (um)

S1/P1 6,34+0,49 3,37+0,37 (3,9-9,84) (2,34 -6,5)

S2/P1 5,99+0,4 2,82+0,18 (3,38-8,32) (1,3-4,42)

S3/P1 6,52+0,46 3,04+0,31 (4,16-9,88) (1,3-6,5)

S4/P1 6,31+0,47 2,92+0,28 (3,9-8,56) (1,3-5,46)

S5/P1 6,26+0,46 3,06+0,29 (3,9-8,32) (1,3-5,46)
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Figure 11: Représentation des isolats selon la taille des conidies.

Sur la base de ces mensurations, les analyses statistiques a deux criteres de classification, ont
mis en comparaison la longueur et la largeur des conidies pour les cing isolats étudiées.
L’analyse de la variance montre une différence hautement significative entre les différents
isolats.

Le test Newman et Keuls au seuil de 5%, a permis de classer les isolats selon les dimensions
des conidies en 3groupes homogenes.

Ces groupes statistiguement différents sont arrangés par ordre décroissant comme suit :
S1/P1> S3/P1>S5/P1>S4/P1>S2/P1.

Cependant, il faut noter que les quatre premiers isolats appartiennent au méme groupe et donc

les différences observées ne sont pas significatives.

Il. Influence de quelques facteurs abiotiques sur le comportement « in vitro » de cing
isolats de Verticillium dahliae
I1.1 Influence de la composition du milieu de culture
Les résultats obtenus « in vitro» montrent que V. dahliae se développe assez bien sur les

trois milieux de cultures utilisés.
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11.1.1 Effet de des milieux de culture sur la croissance mycélienne des isolats de V.

dahliae

Le milieu V8 agar semble plus favorable a la croissance, aprés 21 jours de culture la
croissance linéaire du V. dahliae attient 4 cm de rayon sur la boite Pétri, contre 3,46 cm sur le
milieu PDA et 1,65 cm sur milieu Petit pois (fig. 13). Pourtant certains travaux ont montré

que le milieu PDA était favorable a la croissance de V. dahliae (Metoui et Zarrouk, 2006 ;

Malik, 2008).
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Figure 12 : Influence du milieu de culture sur la croissance des cing isolats de V. dahliae pendant

21jours d’incubation (S1= S1/P1; S2=S2/P1; S3=S3/P1 ; S4=S4/P1 ; S5=S5/P1).
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L’analyse de variance (p<0,05) montre que la croissance mycélienne  differe
significativement entre les milieux de culture et entre les isolats (annexe 03).

Le test de nweman-keuls au seuil de 5% permet de classer les milieux en 2 groupes
homogeénes, ces groupes statistiquement différents sont classés par ordre décroissant :

PDA >V8>Petit pois.

Le milieu PDA et le milieu V8 appartiennent au méme groupe, ce qu’ils ne présentent pas de
différence significative.

On remarque que 1’aspect des colonies différe d’un milieu a I’autre, sur PDA le myceélium est
presque transparent, plus ou moins blanc et cotonneux (fig. 14).

En revanche, sur milieu V8, la colonie est recouverte de microsclérotes ce qui lui confére une
coloration noire (fig. 15). Sur milieu petit pois, la colonie est plus petite et cotonneuse,
recouverte de microsclérotes (fig. 16). En outre, I’aspect des colonies change en fonction du

milieu et ce pour les cing isolats étudiés.

Figure 14: Aspect des colonies de V. dahliae sur milieu PDA apres 21 jours d’incubation : A,
S1/P1; B, S2/P1; C, S3/P1; D, S4/P1 ; E, S5/P1.

Figure 15 : Aspect des Colonies de V. dahliae sur milieu V8 apres 21 jours d’incubation :
A, S1/P1; B, S2/P1; C, S3/P1; D, S4/P1; E, S5/P1.
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Figure 16 : Aspect des colonies de V. dahliae sur milieu petit pois, apres de 21 jours
d’incubation : A, S1/P1; B, S2/P1; C, S3/P1; D, S4/P1 ; E, S5/P1.

11.1.2 Effet des milieux de culture sur la sporulation des isolats de V.dahliae
Les résultats de la sporulation sont représentés sur figure 17. lIs révelent que 1’ensemble des

milieux ont permis une sporulation du pathogéne. Celle-ci est cependant variable selon le
milieu.

L A%
B PDA

M Prtit pois

nombre de spore (x10° spores/ml)

S1/pP1 S2/pP1 S3/P1 S4/pP1 S5/P1

Isolat

Figure 17 : Influence des milieux de culture sur la sporulation de V. dahliae.

Le milieu V8 semble plus favorable a la sporulation du parasite.
Les résultats de I’analyse de variance (p<0,05) montrent que la sporulation différe

significativement entre les isolats et entre les milieux de culture.
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En considérant les trois milieux ensembles, le test de Newman-Keuls au seuil de 5%, permet
de classer les isolats en 2 groupes homogénes, avec sporulation variant de 4,54 .10° &
7,71.10° spores/ml.

Le classement par ordre décroissant s’établit comme suit :

L’isolat S1/P1 dans le groupe A, S2/P1 dans le groupe AB, et S3/P1, S4/P1, S5/P1 dans le
groupe B.

Quant aux milieux de culture, ils se répartissent en 2 groupes homogeénes, sur lesquels la
sporulation varie entre 3,83 a 8,48 spores/ml.

Le classement et le suivant : V8> PDA>Petit pois.

11.2 Influence de la température

11.2.1 Effet de température sur la croissance mycelienne des isolats de V. dahliae
Les résultats de I’effet de la température sur la croissance mycélienne de cinq isolas sont
représentes sur figurel9.
On remarque que les températures 22°C et 25°C favorisent mieux la croissance mycélienne.
En revanche la méme croissance des isolats est ralentie pour les températures de 20°C et 30°C
(fig. 18).
D’aprés la figure 19, I’optimum de croissance mycélienne de Verticillium dahliae est

enregistré a 22°C.
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Figure 18: Influence de température sur la croissance mycélienne des cing isolats de V.
dahliae, pendant 21 jours d’incubation sur milieu PDA (S1= S1/P1 ; S2=S2/P1; S3=S3/P1;
S4=S4/P1 ; S5=S5/P1).
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Figure 19: Influence de la température sur la croissance de V. dahliae apres 21 jours
d’incubation sur milieu PDA.

L’analyse Annova au seuil de 5 % montre que des différences entre les isolats sont hautement
significatives. Le test de Newman-Keuls au seuil de 5 % permet de classer les isolats en trois
groupes homogenes S4/P1 dans le groupe A, S3/P1 ET S1.P1 dans le groupe B, S2/P1 dans le
groupe BC et S5.P1 dans le groupe C, et les températures en quatre groupes homogenes, selon
’ordre suivant : 22 °C> 25°C> 20°C>30°C (annexe 03).

Nous remarquons aussi que I’aspect des colonies change en fonction de la température et ce

pour les cing isolats étudiés.

Figure 20 : Aspect des colonies de V. dahliae, a 20°C, sur PDA : A, S1/P1; B, S2/P1 ; C,
S3/P1; D, S4/P1; E, S5/P1

E



Chapitre I11: Résultats et discussions

Figure 21 :Aspect des colonies de V. dahliae, a 22°C, sur PDA: A, S1/P1; B, S2/P1 ; C,
S3/P1; D, S4/P1; E, S5/P1.

Figure 22 : Aspect des colonies de V. dahliae, & 25°C, sur PDA: A, S1/P1, B, S2/P1, C,
S3/P1, D, S4/P1, E, S5/P1

Figure 23: Aspect des colonies de V. dahliae, a 30°C, sur PDA: A, S1/P1; B, S2/P1; C,
S3/P1; D, S4/P1, E, S5/P1.
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11.2.2 Effet de la température sur la sporulation des isolats de V. dahliae
La température optimale pour la sporulation est 22°C, en revanche la température de 30°C est
défavorable a celle-ci (fig. 24).
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Figure 24: Influence de température sur la sporulation des cing isolats de V. dahlia pendant

21 jours d’incubation sur milieu PDA.

Les résultats de test Annova (p<0,05) montrent une différence hautement significative entre
les quatre températures.

Les test de Newman-Keuls, au seuil de 5%, permet de classer les températures en 2 groupes
homogeénes avec une concentration variant de 3,65 .10° & 6,77.10° spores/ml.

Le classement s’établit comme suit : 22°C>25°C>20°C>30°C,

La température 22°C dans le groupe A, 20°C, 25°C, et 30°C dans le groupe B (annexe 03).

11.3 Influence de pH

11.3.1 Effet de pH sur croissance mycélienne de V.dahliae
Les résultats obtenus montrent que le pH a un effet sur la croissance de V. dahliae. Le parasite
semble mieux se développer sur des milieux a pH neutre ou proches de la neutralité (5,5-6,5)
que sur milieu a pH acide (4,5) (fig. 25).
Divers travaux ont montré que le pH optimal de V. dahliae sur milieu PDA se situe entre 6.0
et 8.0 (Pegg et Brady, 2002 ; Malik, 2008) ou a pH < 6 (Sedra, 2002).
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Figure 25 : Influence de pH sur la croissance mycélienne de V. dahliae pendant 21 jours
d’incubation sur milieu PDA (S1=S1/P1 ; S2=S2/P1; S3=S3/P1 ; S4=S4/P1 ; S5=S5/P1).
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Figure 26: Effet de pH sur la croissance mycélienne de V. dahliae apres 21 jours

d’incubation.
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Chez certains champignons phytopathogenes, le pH est important car il est considéré comme
un des facteurs principaux qui détermine 1’agressivité des maladies vasculaires (Lemanceau et
al., 1989).

Nos résultats montrent que I’influence du pH sur la croissance de V. dahliae est importante
L’analyse de variance (p<0,05) montre des différences hautement significatives entre la
croissance radiale des cing isolats étudiés. Ces résultats révelent que la croissance mycélienne
des cinq isolats est affectée par le pH.

Le test newman-keuls, au seuil de 5%, montre que les différents pH sont classés, selon la
croissance myceélienne, en trois groupes homogenes: pH 6,5> pH 5,5> pH4,5 (annexe 03).
Nous avons noté que I’aspect des colonies change en fonction du pH et ce pour les cing isolats

étudiés.

Figure 27 : Aspect des colonies de V. dahliae sur PDA, a pH 4,5: A, S1/P1; B, S2/P1; C,
S3/P1; D, S4/P1 ; E, S5/P1.

Figure 28 : Aspect des colonies de V. dahliae sur PDA, a pH 5,5: A, S1/P1 ; B, S2/P1; C,
S3/P1; D, S4/P1; E, S5/P1.
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Figure 29 : Aspect des colonies de V. dahliae sur PDA, a pH 6,5: A, S1/P1; B, S2/P1; C,
S3/P1; D, S4/P1, E, S5/P1.

11.3.2 Effet de pH sur la sporulation des isolats de V. dahliae
Les résultats obtenus permettent de noter que le pH 6,5 est plus favorable a la sporulation du
pathogéne et atteint méme 10,7. 10° spores/ml pour I’isolat S1/P1.
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Figure 30 : Effet de pH sur la sporulation des isolats de V. dahliae.

L’analyse de variance par test annova (p<0,05) montre des différences hautement
significatives entre les différentes valeurs de pH.

Le test de Neweman-keuls au seuil de 5% permet de classer les différents pH en trois groupes
homogeéne, ces derniers sont arrangés comme suit : pH 6,5> pH 5,5> pH4,5 et chaqu’un de

ces pH appartient a un groupe différent ce qui signifie qu’ils différent significativement entre
eux.
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Test de la pathogénicité de Verticillium dahliae sur tomate (Solanum lycopersicum)

Le pouvoir pathogene est estimé par I’indice d’altération foliaire. Celui-ci permet de
quantifier I’agressivité des trois isolats de V.dahliae sur les trois variétés de tomate inoculées.
Dans nos conditions expérimentales, tous les isolats ont permis I’obtention des symptémes

typiques de la verticilliose, aprés une durée d’incubation moyenne de 20jours.
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Figure 31 : symptdmes de verticilliose sur tomate notés selon 1’échelle de Béye et Lafay
(1985).

I111.1 Evolution des symptomes

Sur la partie aérienne, on observe un flétrissement puis jaunissement progressif des feuilles
suivi de leur dessechement et de leur chute (fig. 32). Des symptomes pareils apparaissent sur
les jeunes feuilles qui prennent une coloration jaune et brune, se desséchent et tombent au
moindre contact (Boukenadel, 2001 ; Jabnoun-Khiareddine et al., 2006 ; Malik, 2008 ; Harir,

2010).
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Figure 32: Evolution des symptdmes de la verticilliose, 45 jours aprés inoculation.
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111.2 Indice d’altération foliaire

Les I.A.F varient sensiblement selon les isolats fongiques, le plus élevé est obtenu avec S3/P1
(16,06 %) sur la varieté Tiger et le plus faible avec S1/P1 (9.19 %) sur la variété Bobcat apres
45 dpi (fig. 33).
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Figure 33: Evaluation des indices d’altération foliaire pendant 45 jours suivant 1’inoculation.

L’estimation des I.LA.F moyens montrent que la tomate est sensible au champignon selon
I’évaluation des ces indices (fig. 34), bien que les altérations foliaires provoquées par les trois
isolats de V. dahliae soient moins importantes comparativement aux résultats de certains
travaux (Lahlou et Boisson, 1984 ; Boisson, 1988 ; Daayf, 1993; Jabnoun-Khiareddine et al.,
2005).

Selon de nombreux auteurs, I’apparition des symptomes chez les plantes inoculées par
V. dahliae est une réaction de la plante a I’infection qui s’expliquerait par la présence de
certains métabolites toxiques libérés par le champignon dans les tissus de 1’hote telles que des
toxines phénoliques (Pegg, 1965), des toxines de structure protéique ou oligosaccharide
(Kenn et al.,, 1972) ou certains facteurs de croissance (I’acide 3-Indol acétique et les

gibbérellines) qui induisent le jaunissement et la flétrissure du feuillage, ou encore des
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lipopolysaccharides (LPS) qui provoquent la défoliation des plants infectés (Kenn et al., 1972
; Beye et Lafy, 1985). En réponse a I’infection de V. dahliae, la tomate, en contre partie,
élabore aussi de la tomatine (Langcake et al., 1972; Hammerschlag et Mace, 1975), des
composés phénoliques (Matta et al., 1969; Ravisé et Tanguy, 1971; Glazener, 1982) et des
sesquiterpenes (Tjamos et Smith, 1975; Elgersma, 1980).
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Figure 34: Moyenne d’indice d’altération foliaire (pour I’ensemble des notations) de trois

isolats de V. dahliae sur chaque variété de tomate.

Les résultats de 1’analyse de variance par le test Annova (p < 0,05) révélent une différence
hautement significative des I.LA.F enregistrées selon 1’isolat. Ainsi, le pouvoir d’altération
foliaire des isolats semblerait étre affecté par la provenance des isolats.

Le test de Newman-Keuls au seuil de 5%, permet de classer les variétés de tomate selon les
altérations foliaires en deux groupes homogeénes, ces groupes sont arrangées par ordre
décroissant comme suit : les variétés Tiger et Baghuera appartiennent au groupe A, et Bobcat
dans le groupe B.

Les isolats sont classes en trois groupes homogeénes, comme suit : S3/P1> S5/P1> S1/P1.
D’aprés ces résultats on distingue que I’isolat le plus agressif c’est le S3/P1 originaire de
Bouguirat (Mostaganem).

Cette eétude montre aussi que les trois variétés de tomate utilisées sont sensibles a tous les
isolats de Verticillium dahliae utilisés.
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Annexe 01 :

Milieu des culturaux

Milieu PDA

Pomme de terre 200g
Glucose 20g
Agar-agar 20g

Milieu V8 (Carlier J. et al., 2003)

Jus v8 100 ml
Agar-agar 209
CaCos 0.2g/1
Eau déminéralisé 900 ml
pH 6

Milieu Petit pois

Petite pois congelés 1509
Glucose 59
Agar-agar 209
Eau distillé 1000 ml

Annexe 02

Tableau 05: Quantité d’Hcl et de NaOH nécessaire pour obtenir la gamme de pH allant de 4,5
a 6,5 (Solomen (1951) in Loubelo (1992)).

Valeur du pH Hcl (4N) ml NaOH (4 N) ml
4,5 2 0
3,9 0,6 0

6.5 0 3




Annexe 03

Tableau 05: Analyse de variance de la taille des conidies

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 544.651 | 999 0.545
VAR.FACTEUR 1 3.587 4 0.897 5.882 0.00014
VAR.FACTEUR 2 388.877 1 388.877 2550.735 0
VAR.INTER F1*2 1.254 4 0.314 2.057 0.08332
VARRESIDUELLE | 150.932 | 990 0.152 0.39 21.76%
1
Tableau 06 : Résultat de test de newman et keuls (5%) pour la taille des conidies
F1 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 1.87 A
3.0 1.84 A
5.0 1.795 A
4.0 1.774 A
2.0 1.696 B
Facteur 1=isolats, facteur 2=dimension de conidies.
Tableau 07: Analyse de variance du test de milieu (croissance mycélienne)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 124.337 104 1.196
VAR.FACTEUR 1 0.156 4 0.039 1.928 0.11991
VAR.FACTEUR 2 21.682 2 10.841 535.629 0
VAR.FACTEUR 3 87.865 6 14.644 723.533 0
VAR.INTER F1*2 0.85 8 0.106 5.25 0.0001
VAR.INTER F1*3 0.274 24 0.011 0.565 0.93412
VAR.INTER F2*3 12.538 12 1.045 51.623 0
YAR-RESIDUELLE 0.972 48 0.02 0.142 10.62%

Tableau 08 : Résulatas de test Neman-kauls (5%) pour test milieu (croissance

mycélienne)
F2 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
1.0 F2n1 1,689 A
2.0 1,632 A
3.0 0,698 B




Tableau09 : Analyse de variance du test de milieu (sporulation)

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 82.126 14 5.866
VAR.FACTEUR 1 18.392 4.598 6.452 0.01317
VAR.FACTEUR 2 58.033 2 29.017 40.719 0.00011
VAR.RESIDUELLE
1 5.701 8 0.713 0.844 14.57%
Tableau 10 : Résultat de test de newman et keuls (5%0) pour la sporulation de test de
milieu (facteur 1)
F1 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 7,71 A
2.0 6,253 A B
4.0 5,383 B
3.0 5,07 B
5.0 4,547 B
Tableau 11: Résultat de test de newman et keuls (5%0) pour la sporulation de test de
milieu (facteur 2)
F2 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
1.0 F2nl 8.484 A
2.0 5.056 B
3.0 3.838 B
Facteur 1=isolats, facteur 2=milieux de culture, facteur 3= notation.
Tableaul2: Analyse de variance du test de température (croissance mycélienne)
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 180.744 139 1.3
VAR.FACTEUR 1 0.674 4 0.169 10.895 0
VAR.FACTEUR 2 3.353 3 1.118 72.245 0
VAR.FACTEUR 3 164.567 6 27.428 1773.052 0
VAR.INTER F1*2 2.271 12 0.189 12.234 0
VAR.INTER F1*3 0.533 24 0.022 1.436 0.12167
VAR.INTER F2*3 8.233 18 0.457 29.567 0
VAR.RESIDUELLE 1.114 72 0.015 0.124 7.62%
1




Tableaul3 : Résultat de test de newman et keuls (5%0) pour ’effet de température sur
croissance myceélienne (facteur 1)

F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
4.0 1.75 A

3.0 1.65 B

1.0 Finl 1.641 B

2.0 1.571 B

5.0 1.554

Tableaul4: Résultat de test de newman et keuls (5%) pour P’effet de température sur

croissance mycélienne (facteur 2)

F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

3.0 1,849 A

2.0 1,681 B

1.0 F2n1l 1,58 C

4.0 1,423 D

Tableaul5 : Analyse de variance de la sporulation de test de température
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.

VAR.TOTALE 177.895 39 4.561
VAR.FACTEUR 1 26.062 4 6.516 2.905 0.06771
VAR.FACTEUR 2 17.742 1 17.742 7.909 0.01517
VAR.FACTEUR 3 58.627 3 19.542 8.712 0.00255
VAR.INTER F1*2 6.123 4 1.531 0.682 0.6194
VAR.INTER F1*3 22.978 12 1.915 0.854 0.60599
VAR.INTER F2*3 19.446 3 6.482 2.89 0.07887
\1/AR.RESIDUELLE 26.918 12 2.243 1.498 31.61%

Tableau 16 :Résultat de test de newman et keuls (5%) pour ’effet de température sur
sporulation (facteur 1)

F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
4.0 1,75 A

3.0 1,65 B

1.0 Finl 1,641 B

2.0 1,571 B C
5.0 1,554 C




Tableaul7: Résultat de test de newman et keuls (5%) pour I’effet de température sur
sporulation (facteur 2)

F2 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
2.0 6.77 A

3.0 4.493

1.0 F3nl 4.035

4.0 3.652

Facteur 1=isolats, facteur 2=température, facteur 3= notation.

Tableaul8 : Analyse de variance du test pH (croissance mycélienne)

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.v.
VAR.TOTALE 113.397 104 1.09
VAR.FACTEUR 1 1.768 0.442 15.746 0
VAR.FACTEUR 2 34.297 2 17.149 610.951 0
VAR.FACTEUR 3 63.954 10.659 379.746 0
VAR.INTER F1*2 2.905 8 0.363 12.938 0
VAR.INTER F1*3 0.544 24 0.023 0.808 0.70967
VAR.INTER F2*3 8.581 12 0.715 25.475 0
VAR.RESIDUELLE1 1.347 48 0.028 0.168 13.98%

Tableaul9: Résultat de test de Newman et keuls (5%0) pour la croissance myclienne du

test pH (facteur 1)

F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 1.335 A

4.0 1.301 A

5.0 1.244 A

2.0 1.137 B

1.0 Finl 0.977 C

Tableau20 : Résultat de test de Newman et keuls (5%0) pour la croissance mycélienne du

test pH ( facteur 2)

F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 1,716 A

2.0 1,504 B

1.0 F2nl 0,513 C




Tableau2l : Résultat de test de newman et keuls (5%0) pour le test pH (sporulation)

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 116,374 14 8,312

VARFACTEUR 1 7,292 4 1,823 1,883 0,20663

VARFACTEUR 2 101,335 2 50,668 52,322 0,00005

JARRESIDUELLE 7,747 8 0,968 0,984 17,25%

Tableau22 : Résultat de test de Newman et keuls (5%) pour I’effet pH sur sporulation
(facteur 2)

F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 9,16 A

2.0 5,068 B

1.0 F2nl 2,89 C

Facteur 1=isolats, facteur 2=pH, facteur 3= notation.

Tableau 23 : Analyse de variance des |.A.F

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.v.
VAR.TOTALE 1127.421 53 21.272
VAR.FACTEUR 1 14.687 2 7.343 17.698 0.00005
VAR.FACTEUR 2 1012.608 5 202.522 488.087 0
VAR.FACTEUR 3 55.564 2 27.782 66.956 0
VAR.INTER F1*2 22.191 10 2.219 5.348 0.00076
VAR.INTER F1*3 8.373 4 2.093 5.045 0.0057
VAR.INTER F2*3 5.699 10 0.57 1.374 0.26087
YAR-RESDUELLE 8.299 20 0.415 0.644 9.90%

Tableau 24 : Résultat de test de newman et keuls (5%0) pour les I.A.F (facteur 1)

F1 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
3.0 6.954

1.0 Finl 6.791

2.0 5.775 B




Tableau 25 : Résultat de test de newman et keuls (5%) pour les 1.A.F (facteur 3)

F3 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 7,914 A

3.0 6,041 B

1.0 F3nl 5,564 C

Facteur 1=variété, facteur 2 =notation, facteur 3=. isolats
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