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Résumé

La verticilliose est I'une des maladies les plus graves de l'olivier, causée par un
champignon connu sous le nom de Verticillium dahliae Kleb. Celui-ci a un impact sur
le rendement et la qualité organoleptique des olives. La verticilliose se manifeste par
un desséchement soudain d'un ou plusieurs rameaux ou de branches plus grosses.
L’objectif de notre travail est 1’isolement de 1’agent pathogene qui cause la
verticilliose chez les oliviers a partir d’échantillons infectés récoltés dans différentes
régions de 1’Algérie (Tipaza, Blida, Skikda, Bourdj Bou Arreridj). Apres repiquage
successif sur milieu PDA, I’isolat est purifié et ensuite identifié sur le plan
microscopique et macroscopique. Nous avons également effectué une analyse
bioinformatique pour traiter des données informatiques liées a un géne codant pour
une protéine sérine/thréonine kinase qui joue un role dans la pathogeénicité de 1’espéce
V. dahliae. Concernant I’isolement, les tentatives ont échoué, conduisant a 1’isolement

de d’autres espéces fongiques comme Alternaria spp.

Cependant, I'étude bioinformatique qui s'est concentrée sur le géne VDAG_05856
codant pour une sérine/thréonine protéine kinase chez V. dahliae, un pathogene
fongique affectant I'olivier. Les résultats ont montré que le gene est localisé sur le
chromosome 4 et caractérisé comme ayant 3 exons, un ARNm de 2547 nucléotides, et
codant pour une protéine de 848 acides aminés. L'analyse phylogénétique a révélé une
proximité genétique entre V. dahliae et V. nonalfalfae, ainsi que des régions
génomiques spécifiques a V. dahliae. La structure tridimensionnelle de la protéine a
été prédite avec une haute confiance, montrant une similarité de 99,5 % avec une
protéine de V. longisporum. Bien que sa localisation subcellulaire précise n'ait pas éte
déterminée, elle est probablement cytoplasmique avec une possible association aux
membranes intracellulaires. Son role potentiel dans la pathogénicité, la morphogenése

et l'agressivité du champignon a été discuté.

Mot-clé : verticilliose d’olivier, Verticillium dahliae, protéine sérine/thréonine kinase,
, VDAG_05856, I’arbre phylogénitique.



Abstract

Verticillium wilt is one of the most serious diseases of the olive tree, caused by a
fungus known as Verticillium dahliae Kleb. It has an impact on the yield and
organoleptic quality of olives. Verticillium wilt is manifested by the sudden drying
out of one or more twigs or larger branches. The aim of our work is to isolate the
pathogen that causes verticillium wilt in olive trees from infected samples collected in
different regions of Algeria (Tipaza, Blida, Skikda, Bourdj Bou Arreridj). After
successive subculturing on PDA medium, the isolate was purified and then identified
microscopically and macroscopically. We also carried out a bioinformatics analysis to
process computer data linked to a gene coding for a serine/threonine kinase protein
that plays a role in the pathogenicity of the V. dahliae species. Attempts at isolation

were unsuccessful, leading to the isolation of other fungal species such as Alternaria

Spp.

However, the bioinformatics study focused on the VDAG_05856 gene encoding a
serine/threonine protein kinase in V. dahliae, a fungal pathogen affecting olive trees.
The results showed that the gene is located on chromosome 4 and characterised as
having 3 exons, an mMRNA of 2547 nucleotides, and encoding a protein of 848 amino
acids. Phylogenetic analysis revealed genetic proximity between V. dahliae and
V. nonalfalfae, as well as genomic regions specific to V. dahliae. The three-
dimensional structure of the protein was predicted with high confidence, showing
99.5% similarity to a V. longisporum protein. Although its precise subcellular location
has not been determined, it is probably cytoplasmic with a possible association with
intracellular membranes. Its potential role in the pathogenicity, morphogenesis and

aggressiveness of the fungus has been discussed.

Key words: olive wilt, Verticillium dahliae, protein serine/threonine kinase, |,
VDAG_05856, phylogenetic tree.
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Introduction

Introduction

L’olivier (Olea europaea L.), originaires de la région méditerranéenne, sont l'une des plus
anciennes especes d'arbres cultivés dans le monde (Barazaniet al, 2023).

La superficie totale des oliviers cultiveés dans le monde est estimée a 10,1 millions d'hectares en
2023 (FAOSTAT, 2023)

En Algérie, 1'olivier constitue, par les superficies qu’il occupe, le principal groupe d’espéces
fruitieres (FAOSTAT, 2023). Il a suscité un intérét particulier ces dernieres années non seulement au
niveau des principales régions ol€icoles traditionnelles a 1’échelle nationale, mais aussi au niveau
d’autres régions considérées comme réfractaires a son expansion grice a sa rusticité, sa capacité
d’adaptation aux différents types de sols et aux conditions climatiques (Mendil et Sebail, 2006). Ce
regoin d’intérét est di, en plus a I’intérét socio-économique et environnemental de cette espéce et aux

qualités sanitaires et nutritionnelles de I’huile d’olive.

L’olivier est la cible de plusieurs bio-agresseurs tels que les champignons, les virus, les bactéries,
les nématodes et les insectes. La verticilliose ou le flétrissement verticillien causé par le champignon
Verticillium dahliae Kleb constitue une menace pour la production d'olives (Jeseni¢nik et al.,
2023).Le champignon hémibiotrophe, transmis par le sol, V. dahliae est responsable de pertes

économiques pour une gamme d’hoétes de 200 especes dans le monde, y compris les oliviers.

Ce pathogéne prospere dans la région méditerranéenne, connue pour étre le premier producteur
mondial d'olives (Acharya et al., 2020). En effet, des rapports ultérieurs ont signalé la présence de
flétrissement verticillien causé par Verticillium dahliae Kleb. En Espagne par Jiménez-Diaz et al.
(2009), en Syrie par Al-Ahmad et Mosli (1993), au Maroc par Serrhini et Zeroual (1995), en Algérie
par Bellahcene et al. (2000), en Italie par Nigro et al. (2005) et en Turquie par Dervis et al. (2010).

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés a 1’étude de cette maladie dans les

oliveraies de quatre zones d’étude a savoir : Tipaza, Blida, BourdjBou Arriredjet Skikda.



Introduction

Le présent travail s’articule au tour de trois parties essentielles:

Premiére partie : Synthese bibliographique:

Cette partie traite deux volets concernant le pathosysthéme Olea europaea/Verticillium dahliae.

Deuxieme partie: Matériel et méthodes

o Expérimentation : Cette partie concerne 1’expérimentation, la présentation des stations
d’étude, la méthodologie adoptée sur le terrain et en laboratoire, 1’isolement, la
caractérisation micro et macroscopique des isolats de Verticillium dahliae Kleb. a partir du
bois d’olivier.

o Analyse bioinformatique : Cette partie traite des données informatiques liées a un gene
codant pour une protéine sérine/thréonine kinase impliquée dans la pathogénicité de
Verticillium dahliae, un champignon pathogéne des plantes.

o L'objectif est d'obtenir des informations précieuses sur les mécanismes de cette protéine
kinase, dans le but de développer de nouvelles stratégies de lutte contre le flétrissement
verticillien et d'autres maladies des plantes.

o Deux approches sont mentionnées pour atteindre cet objectif:

o Caractériser la structure tridimensionnelle de la proteine.
« ldentifier des récepteurs de cette protéine.

o Cela permettrait de développer des molécules capables de bloquer son mécanisme d'action.

Troisieme partie: Résultats et discussion : Cette partie renferme les résultats et discussion.
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Chapitre | : rappel bibliographique

I. 1. L’olivier Olea europaea L.,

Historique sur I’olivier

L'olivier est un arbre fortement symbolique dans les cultures méditerranéennes, associé
aux mythes fondateurs, représentant la force, la victoire, la sagesse, la fidélité, I'immortalite,

I'espérance, la richesse, I'abondance, la longévité et la paix (Breton et al., 2006).

Concernant les premiers cultivateurs de l'olivier, deux théories s‘opposent : certains
évoquent la Phénicie, d'autres la Créte ou des amphores (Pithoi) datant de 3500 av. J-C
contenant de I'huile d'olive ont été découvertes, témoignant d'un commerce important de ce
produit (Amouretti et Comet, 2000).

Dans la Grece antique, les oliviers étaient quasi vénérés et protégés par des lois
interdisant la vente de leur bois et limitant leur taille. Le commerce de I'huile d'olive, lié au

pouvoir économique et religieux, était trés controlé (Amouretti et Comet, 2000).

Répartition géographique de I’olivier

a. Dans le monde

L'origine géographique de I'olivier (Olea europaea) semble étre le croissant fertile
(Rugini et al. 1998 ; Loumon et Giourage, 2003). Son introduction en Méditerranée

occidentale est attribuée aux Phéniciens (Loussert et Brousse, 1978).

Le complexe Olea europaea est distribué mondialement selon différentes sous-especes
(Fig. 1). Avec 10,1 millions d'hectares, l'olivier occupe le 24e rang des especes les plus
cultivées au monde (FAOSTAT, 2023). Il est présent en Chine, Japon, Etats-Unis, Mexique
dans I'némisphere Nord, et en Afrique du Sud et Amérique du Sud dans I'hémisphére Sud
(Verdier, 2003).

En Afrique, les principaux pays oléicoles sont la Tunisie, le Maroc, I'Algérie, la Libye,
I'Egypte, I'Afrique du Sud et I'Angola. En Europe, ce sont I'Espagne, I'ltalie, la Gréce, le
Portugal, I'Albanie, Chypre, la France, la Slovénie et Malte. Au Moyen-Orient et en Asie, la
Turquie, la Syrie, la Palestine, le Liban, la Jordanie, I'lrak et I'lran (Verdier, 2003).

Le bassin méditerranéen reste une zone privilégiée pour l'olivier grace a son climat

adéquat en termes de température et d’hydrométrie (Fig. 2) (Verdier, 2003).
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Figure 2. Zone de répartition géographique de la culture de I’olivier dans le bassin
Méditerranéen (Lemme et Ramd ,2008).

b. En Algérie

L'Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens au climat favorable a la culture
de l'olivier, qui constitue une des principales essences fruitieres a I'échelle nationale

(Benderradiji et al, 2007 ; Babouche et Kellouche, 2012).

Le verger oléicole algérien compte environ 32 millions d'arbres (Bensemmane, 2009 ; Mendil,

2009)répartis  sur 328 884 hectares, soit 34,09% du verger arboricole national

(FAOSTAT,2022).L'olivier remplit des fonctions multiples de lutte contre I'érosion.
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Valorisation des terres et fixation des populations dans les zones de montagne, sur tout le
territoire.

Il se concentre principalement dans trois régions : le Centre (54%), 1'Est (29%) et I’Ouest
(17%). Dans la région du Centre, 95% du verger oléicole se situe dans les wilayas de Béjaia,
Tizi- Ouzou et Bouira (Chaux in Sekour, 2012) (Fig.3).

L'oléiculture occupe donc une place prépondérante dans l'agriculture algérienne, répartie
sur l'ensemble du territoire mais avec de fortes concentrations régionales, grace aux
conditions climatiques favorables.

50 4

40

-
=

Surface oléicole

Zont oléfcole ¢

Figure 3. Répartition de la zone oléicole en Algérie (a: la carte géographique, b: pourcentage de
production) (Oreggia et Marinelli, 2017).

Description de la plante

L'olivier (Olea europaea L.) est un arbre cultivé appartenant a la famille des Oléacées
(Breton et al., 2006). C'est une espéce a feuillage persistant pouvant atteindre 15 m de haut

avec une long évité déepassant souvent 500ans, voire 2000 ans pour certains spécimens
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(Bartoloni et al., 2008). Les fruits n'apparaissent qu'apres 7 ans environ apres plantation
(Avenard, 2008) (Fig. 4).

Sur le plan botanique, l'olivier fait partie de I'embranchement des Spermaphytes, sous-
embranchement des Angiospermes, classe des Dicotylédones, ordre des Gentianales et
famille des Oléacées (Pagnol, 1975). Le genre Olea comprend 35 especes réparties sur les 5
continents (Abou-Argoub,1998).

L'olivier adulte a un tronc noueux, un bois dur et dense, une écorce brune crevassée
(Beck et Danks, 1983). Son systeme racinaire comprend quelques racines pivotantes
profondes et un réseau de racines latérales superficielles (Kasraoui, 2010). Les feuilles sont
persistantes, opposées, coriaces et ovales (Amouretti, 1985). Les fleurs sont regroupées en
inflorescences (Loussert et Brousse, 1978). Les fruits sont des drupes ovoides devenant

noires a maturité, a pulpe charnue et huileuse (Rol et Jacamon, 1988).

Le cycle veégétatif annuel comprend une période de repos végétatif en hiver, un
débourrement fin février, une floraison de mai a juin, une maturation des fruits de juillet a
décembre (Millard, 1975).

Gammes variétales de Iolivier en Algérie

En Algérie, On dénombre XXX variétés d’oliviers homologués (J.O. n® 59 du 08 octobre
2018). Les variétés les plus multiplies en Algérie sont : Chemlal, Chemlali, Chetoui,

Sigoise, Azeradj, Picual, Azeradj, Limli, Bouchouk et Seviane.
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Figured. Description de 1’Olivier Oleaeuropea L.:A: Arbre aspect général ;B: Fruits de
I’olivier ; C : Tronc d’olivier (Artaud, 2008) ; D : Feuilles; E : Fleurs.
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Verticillium dahliae Kleb agent pathogéne de la verticilliose de I’olivier

Maladies de I’Olivier

L’olivier souffre de nombreux déprédateurs et maladies qui limitent la production. Parmi
les maladies les plus communes, nous pouvant citer : la tuberculose de 1’olivier causée par la
bactérie Pseaudomonas syringae pv savastanoi, L’ceil de Paon et le flétrissement vertiticillien
causé respectivement par les champignons Cyclonium oleaginum Cast. Et le Verticillium
dahliae Kleb.

Flétrissement vertiticillien causé par Verticillium dahliae Kleb.

L'une des maladies qui constituent une menace pour la production d'olives est le
flétrissement verticillien causé par le champignon Verticillium dahliae (Jeseni¢nik et al.,
2023). Ce champignon est une espéce hémibiotrophe, transmis par le sol, V. dahliae est
responsable de pertes économiques pour 200 especes hotes dans le monde. Ce pathogéne
provoque non seulement la mortalité des arbres et une diminution des rendements, mais il
affecte également les propriétés organoleptiques des olives, ce qui a un impact négatif sur la

valeur commerciale de I'huile d'olive sur le marché (Landa et al., 2019).

Symptomatologie:

Les symptdmes du flétrissement verticillien de l'olivier peuvent varier en fonction du stade
de l'infection et des conditions environnementales. Cependant, certains symptdmes courants

associés au flétrissement verticillien de I'olivier comprennent (Fig. 5) (Mamalis et al., 2023) :

e Flétrissement : Les arbres affectés peuvent présenter un flétrissement, c'est-a-dire que
les feuilles d'une ou plusieurs branches ou de l'arbre entier saffaissent et perdent leur
turgescence, méme lorsque le sol est suffisamment humide. Jaunissement et enroulement : Les
feuilles peuvent jaunir ou bronzer, souvent a partir des bords ou entre les nervures, ce qui les
fait s'enrouler. Le jaunissement peut progresser vers le haut a partir des feuilles inférieures.

e Croissance rabougrie : Les arbres infectés par le flétrissement verticillien de I'olivier
peuvent présenter une croissance et une vigueur générale réduites.

e Nécrose : Dans certains cas, les arbres infectés peuvent présenter des zones
nécrotiques sur les feuilles ou les tiges, ce qui peut entrainer une défoliation prématuree.
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e Décoloration vasculaire : Lorsqu’on réalise une coupe transversale d’une tige infecté,
on remarque une décoloration brune a brun foncé dans les tissus vasculaires.

e Flétrissement unilatéral : Dans certains cas, un seul coté ou une seule branche de
I'arbre peut présenter un flétrissement, tandis que l'autre coté reste relativement intact.

e Lésions jaunes en forme de V : Sur certaines feuilles, on peut observer des lésions
jaunes en forme de V pointant vers la base de la feuille.

e Séchage des branches : Au fur et a mesure que la maladie progresse, des branches

entieres peuvent se dessécher et les feuilles peuvent rester attachées méme si elles sont
mortes.

Figure5. Symptémes du flétrissement verticillien chez les oliviers (Rhouma et al.,2023).

Cycle biologique et épidémiologique de la maladie

Le cycle de vie et I'épidémiologie du flétrissement verticillien de I'olivier impliquent

plusieurs étapes et facteurs contribuant a I'établissement et la propagation de la maladie (Fig. 6).
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Verticillium dahliae est un champignon tellurique qui infecte les plantes par les racines et
colonise le xyleme, provoquant un flétrissement vasculaire. 1l peut persister plusieurs années
dans le sol sous forme de microsclérotes. Les sources d'inoculum sont les débris végétaux

infectés, les résidus de culture ou les mauvaises herbes (Santos-Rufo et al., 2022).

Les températures du sol entre 20 et 30°C favorisent le développement de la maladie. Une
humidité excessive du sol facilite également la croissance du champignon et l'infection
racinaire (Santos-Rufo et al., 2022).

La sensibilité des oliviers varie selon les variétés, certaines étant tres sensibles tandis que
d'autres présentent une résistance partielle ou une tolérance au pathogéne (Markakis et al.,
2022).

Les principaux facteurs influengant I'épidémiologie sont donc la présence d'inoculum dans
le sol, les conditions de température et d'humidité propices ainsi que la sensibilité variétale
des oliviers.

wood discolorabion  defoliation and dieback

formabon of microsclerotia in
dying Sssues (leaves and peticies)
occlusion of xylem
vessels by tyloses /
gels / gums

COLONIZATION SURVIVAL

N upward transport
ol conidia in
transperation stream

leaves and petioles
incorporated o soil

INFECTION

in soil

microscleroba strmulated
10 germinate by exudates

o0t tip of growing roots

Figure6 .Cycle biologique de Verticillium dahliae (Rhoumaet al.,2023).

Taxonomie de I’agent causal

Verticillium dahliae Kleb. Appartient au royaume Eumycota, phylum des Ascomycota, sous-
phylum des Pezizomycotina, classe des Sordariomycetes, sous-classe des Hypocreomycetidae,

ordre des Glomerellales et la famille des Plectosphaerellaceae.
10
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Description de I’agent pathogéne Verticillium dahliae Kleb:

Verticillium dahliae est un champignon ascomycéte imparfait appartenant a l'ordre des
Moniliales (Fig.7). C'est un champignon microscopique produisant des hyphes cloisonnés, fins et
ramifiés (Pegg et Brady, 2002).

En culture, il produit trois types de structures:
e Un mycélium septé de couleur blanche a beige composé d'hyphes del, 5 a 3um de
large (Ploetz et Freeman, 2009).

e Conidiophores hyalins, plus ou moins dresses, ramifiés en verticilles de 3 - 4 phialides
par noeud,

e Conidies hyalines, unicellulaires, ellipsoidales a subcylindriques (Leur durée de vie est
limitée)

e Quatre phialides par noeud, conidies hyalines, unicellulaires, ellipsoidales a
subcylindriques, 2,5-8 x 1,4 - 3,2 um. Forme des microsclérotes hyalins bruns,
sombres ou noirs (Ellis, 1971 ; BejaranoAlcazar et al., 1995).

e Des microsclérotes noires (Figll.B), sphériques ou ovales, compactes, de 10 a 90

um de diametre, constituant les organes de conservation et de dissémination du

champignon (Tjamos et Fravel, 1997).

m, . \ - ﬂ
Figure 7 : Photomicrographie de V. dahliae : A : Aspect microscopique général du champignon,

A:40X (CF=conidiophores, F=phialides, C=conidies, M=mycélium); B : Colonie de
microsclérotes, A : 40X. (Blancard , 2024).

BLANCARD D, {INRA)
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Lutte contre la maladie
Verticillium dahliae est un organisme nuisible reglementé de quarantaine de la liste A2, qui
nécessité une tolérance zéro dans toute les opeérations d’échange commerciaux de plant

d’olivier a I’intérieur du territoire national.

Devant la complicité du pouvoir pathogene de ce pathogeéne, il est préférable, de produire
des plants sains d’olivier a partir des plans méres sains par la production des plants d’oliviers
certifier en respectant tout les étapes de la certification recommander par I’OEPP pour

I’obtention des plants d’olivier certifier.

D’autre pratique a recommandé comme par exemple, d’arréter les pratiques de gaulage,
introduire des genes de résistance a la maladie, 1’utilisation des microorganismes antagonistes
et les traitements chimiques sont largement utilisés pour combattre la maladie en utilisant des

produits chimiques efficaces contre cette maladie.

La fumigation du sol peut étre rentable lorsqu'elle est utilisée pour protéger les cultures
de grande valeur, mais elle est trop codteuse sur de grandes surfaces. L'inactivation thermique
par solarisation du sol savere utile pour lutter contre Verticillium dans les régions ou les
températures estivales élevées et de faibles précipitations. De méme, I'utilisation de paillis
noir avec fertilisation a l'azote ammoniacal d'azote ammoniacal semble réduire les dégats

causés par Verticillium sur certaines plantes (Agrios, 2005).

Rechercher des génes de résistances a cette maladie auprés des plantes a intérét agricole et
rechercher des molécules qui blogquent les récepteurs de certaines protéines qui participent

dans le processus de pathogénicité de I’agent pathogéne (Agrios, 2005).

Interaction héte-pathogéne

L'étude des interactions hote-pathogene est cruciale pour comprendre les mécanismes qui
sous-tendent le développement des maladies et pour élaborer des stratégies de lutte efficaces.
Dans le cas de Verticillium dahliae, un champignon pathogéne qui provoque le flétrissement
vasculaire chez un large éventail de plantes hotes, les interactions avec son hote impliquent
une interaction complexe de processus moléculaires. Il s'agit notamment de la reconnaissance
des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP) par les récepteurs de
reconnaissance des motifs (PRR) de I'hbte, ainsi que de la sécrétion d'effecteurs par le

pathogene pour manipuler les processus cellulaires de I'néte. Il est essentiel de comprendre

12



Chapitre | : rappel bibliographique

Ces interactions au niveau moléeculaire pour élucider les mécanismes de résistance et de sensibilité
aux maladies (Yu et al.,2022).

Interactions spécifiqgues entre 1'hdte et le pathogene Verticillium dahliae par
I'intermédiaire des protéines Serine/Thréonine kinase
En étudiant les interactions spécifiques entre I'nGte et le pathogéne Verticillium dahliae par
I'intermédiaire des protéines S/T Kinase, nous souhaitons faire la lumiére sur les mécanismes
moléculaires qui sous-tendent le développement de la maladie et la défense de I'hbte
(Chandorkar et al., 2021). Les études sur les mécanismes de cette protéine S/T kinase peuvent
fournir des informations précieuses pour le développement de nouvelles stratégies de lutte
contre le flétrissement verticillien et d'autres maladies des plantes. Grace a une
compréhension globale de ces interactions, afin de contribuer au développement d'approches
durables et respectueuses de l'environnement pour la gestion des maladies en agriculture
(Tong et Feng, 2022).

Structure et Fonction des Protéines Serine/Thréonine kinase

Les protéines serine/thréonine kinases (protéines S/T) jouent un réle essentiel dans la
régulation de nombreux processus cellulaires en phosphorylant d'autres protéines, modifiant
ainsi leur activité et leur fonction. Elles forment des réseaux complexes de signalisation
cellulaire, étant elles-mémes souvent régulées par la phosphorylation. Comprendre leur
structure et leur fonction est crucial pour élucider leur role potentiel dans la pathogénese de
Verticillium dahliae et pourrait permettre de développer de nouvelles stratégies pour lutter
contre cette maladie (Fages et Molina, 2022). Les protéines S/T ont des sites de liaison a
I'ATP et des résidus sérine et thréonine servant de sites de phosphorylation, et régulent des
processus comme la croissance, la prolifération et la différenciation cellulaire (Fernandez et
Ruiz, 2022).
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Chapitre Il : Matériels et méthodes

1. Matériel et Méthodes

Objectif, lieu et période d’étude

Ce présent travail consiste a faire une étude et une contribution sur la maladie du
flétrissement verticillien ou la verticilliose de I’olivier causée par le champignon Verticillium
dahliae Kleb en Algérie. Cette étude a été réalisée dans le laboratoire central du Centre
national de contrdle et de certification des semences et des plantes (CNCC) a Alger, sur une
période de 5 mois allant du mois de février jusqu’au mois de juin 2024. Le CNCC est une
EPA (Etablissement public a caractére administratif), créée par décret exécutif n° 92-133 du
28 mars 1992. Il est placé sous la tutelle du ministére de 1’ Agriculture et du Développement
rural (MADR). Il a pour mission principale le controle et la certification des semences et des

plants et la gestion du catalogue officiel des espéces et variétés des plantes cultivées.

Superficies et situation géographique

Les cinq wilayas prospectées se situent dans la partie nord de 1’Algérie. Les zones
prospectées est la commune d’Ahmar ElI Ain et d’Ouled d’ Aiche qui se trouvent
respectivement dans les wilayas de Tipaza et de Blida. En suite, nous avons visité la

commune Bouchetata dans la wilaya de Skikda et la wilaya de bordj Bou Arreridj (Fig.8).

\ Zone d’echontionnage
Figure 8. Carte de la wilaya de Tipaza et Blida et bordj-bou- Arreridj et Skikda montrant les zones

d’échantillonnages
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Prospection et récolte des échantillons présentant les symptomes de la verticilliose

Durant les mois de février et mars de la campagne agricole 2023-2024, nous avons
prospecté des périmétres agricoles de la zone d’échantillonnage connue pour I’implantation
des vergers oléicoles. Des prospections ont été effectuées dans des vergers oléicoles de cing
wilayas de la région Centre et Est de I'Algérie.

Ces wilayas ont été sélectionnées pour leur importance dans la production de I’olivier :
Alger, Blida, Tipaza, Bordj Bou Arreridj et Skikda. Quatre vergers ont été échantillonnés dans
chaque zone. (Fig. 9).

Ces zones échantillonnées se situent dans le nord de I'Algérie dont le climat est de type
méditerranéen, se caractérisant par un été chaud et sec et un hiver frais et humide. A cet effet,
nous avons prélevé des jeunes tiges et rameaux seches et flétris de I’olivier présentant le
symptome typique de la maladie du verticilliose.

Nous avons collecté cing (05) échantillons dans les différentes wilayas prospectées.
Chaque échantillon ou le matériel d’essai (tiges et rameaux) prélevés sont mis dans des sacs
en Kraft, marqués par un marqueur : le lieu et la date de prélevement, la variété et 1’age de
I’arbre échantillonné. Les échantillons sont transportés au laboratoire de mycologie du CNCC

et stockes a la température ambiante du laboratoire pour analyse (Fig. 9).

Figure9.Echantillonnages des matériaux d’essais présentant les symptomes de la verticilliose de

I’olivier (Photo originale :2024).
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Figurel0. Arbre d’olivier d’essais présentant le symptéme de la verticilliose dans wilaya de Tipaza.

I1.4.1.Conservation des échantillons
Les échantillons de tiges et rameaux flétris d’olivier sont conservés a 4° C, dans le réfrigérateur

pour des analyses ultérieures au laboratoire.

Matériels utilisés dans notre étude
11.5.1.Matériels biologiques

Le matériel biologique utilisé dans notre étude, des jeunes tiges et rameaux séches et flétris de
I’olivier présentant le symptdme typique de la maladie du verticilliose. Elles ont été sélectionnées
pour I’ensemble des tests microbiologiques pour I’isolement des isolats Verticillium dahliae.

Autres matériels et consommables utilisés
Lors de nos différentes manipulation au laboratoire du CNCC, nous avons utilisé le matériel et le
consommable suivant: Boites de Petri, casserole, verrerie, tubes a essai ,flacon, loupe binoculaire,
micropipettes, Ethanol, balances, autoclave, eau distillée, incubateur, hotte a flux laminaire, bec
benzéne, hypochlorite de sodium (NACIO) a 12°, agitateur, scalpel, pince et ciseau, coton et papier
filtre, étuve pour la stérilisation de la verrerie et le papier filtre, réfrigérateur et congélateur (pour la
conservation des produits, réactifs et des matériaux d’essais (isolats et échantillons), incubateur et

distillateur.
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I1.6. Méthode

I1.6.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture utilisé (Fig. 11) dans nos essais est le milieu solide PDA (Potato

Dextrose Agar), c’est le milieu organique de base le plus largement utilisé pour cultiver un

grand nombre d’espéces fongiques de champignons (Rapilly, 1991).

Le milieu de culture PDA est constitué de:

200 g de pomme de terre.
20 g de glucose.
20 g d’agar.

Les pommes de terre sont épluchées, coupées en tranches, mises a cuire dans 1000 ml

d’eau distillée. Le filtrat de jus de pomme de terre obtenu est ajouté au glucose et a I’agar. Le

volume du milieu est rapporté a 1000 ml, le tout est autoclave a 120 °C pendant 20 minutes. La

préparation du milieu de culture PDA se fait selon le mode opératoire suivant :

Lavez et pesez les pommes de terre et coupez-les en petits morceaux. Faites-les
bouillir pendant 15 a 20 minutes jusqu'a ce qu'elles soient tendres.

Ecartez les pommes de terre, mais gardez l'eau de cuisson.

Ramenez le niveau de l'eau de cuisson a exactement 1 litre en ajoutant de l'eau
distillée.

Ajoutez le dextrose et I'agar.

Chauffez doucement en remuant jusqu'a ce que l'agar ait fondu. L'agar doit étre chaud
quand on le verse dans les éprouvettes ou les flacons pour éviter la formation de
grumeaux.

Remplissez les récipients jusqu'au quart environ, puis fermez hermétiquement les
éprouvettes et les flacons avec un tampon de coton.

Autoclavage a120 °Cpendant20 minutes.

Apres refroidissement, le milieu est réparti dans des boites de Pétris ou dans des tubes

a essai.
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Figurell.Préparation de milieu de culture PDA

11 .6. 2. Isolement et purification des isolats

En mycologie, les techniques d’isolement sont trés nombreuses et sont choisies en fonction
de la localisation du pathogeéne que 1’on désire mettre en évidence (Neergaad, 1973). Nous
avons coupé les rameaux et 1’écorce en petits morceaux et en petits fragments, qui ont été
désinfectés par I’hypochlorite de sodium titré¢ a 2% pendant 5 a 10 minutes, puis plongés dans 3
bains successifs d’eau distillée stérile pendant 5 minutes. Une fois séchés sur papier filtre, ils
sont déposés dans une boite de Pétri contenant du milieu PDA (5 fragments par boite) et mis a
incuber sous une lumiére continue a température de 20 °C. Pour bien illustrer cette technique,
voici quelques photos prises lors des isolements faits au sein du laboratoire de mycologie au
niveau du Centre national de controle et de certification des semences et des plants (CNCC)
(Fig. 12).

Figurel2 .Protocole d’isolement des isolats de Verticillium dahliae
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11 .6. 3.1. Purification des champignons

11.6. 3.1.1. Purification par repiquages successifs

Dés I’apparition des jeunes colonies ayant 1’aspect culture cotonneux, celles-ci ont repiquées

successivement sur milieu PDA et en condition d’aseptise (Fig.13).

Figurel3 . Purifications des especes fongiques obtenues lors des opérations d’isolements

11 .6. 3.1.2. Purification par culture monospore

A partir d’une culture pure de Verticillium dahliae, on préléve un fragment de 1 cm? qu’on
met dans un tube contenant 10ml d’eau distillé stérile et on agite. La concentration en spores

de la solution est calculée a 1’aide d’une cellule Malassez.

Par la formule C1 V1=C2 V2
C1: La concentration initiale du soluté (avant dilution).
V1: Le volume initial du soluté (avant dilution).
C2: La concentration finale du soluté (aprées dilution).

V2 : Le volume final du soluté (apreés dilution).
La concentration finale de la suspension de spores de V. dahliae est ajustée a la

concentration 3.102 spores/ml. Puis on étale une goutte de 50 pl a la surface d’une boite de Pétri

contenant un milieu PDA pauvre, ¢’est-a-dire contenant 2 g de glucose. Ces boites sont mises en

incubation a 20 °C pendant 2 jours au minimum.

Apres incubation sous une lumiere blanche continue, on observe sous loupe binoculaire de

petites conidies en germination dont on repique une sur un milieu de culture PDA.
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I1 .6.4.1dentification des isolats de Verticillium dahliae

L’identification des isolats obtenus c’est basée sur les caractéres morphologiques du
champignon et 1’aspect cultural (la couleur des colonies, 1’aspect du mycélium et la Pigmentation),

sur le milieu PDA.

A cet effet, les caractéristiques d’évaluation retenues dans notre étude sont :

o Lesobservations macroscopiques des colonies
o Lesobservations microscopiques

o Lacroissance mycélium sur le milieu PDA.

o Lescaracteres morphologiques des colonies

o Lataille des conidies

o Laproduction des conidies
11.6.4.1.0bservation macroscopique

L’observation macroscopique est une étape trés importante pour la caractérisation des
espéces fongiques. Elle se fait généralement a 1’ceil nu ou a 1’aide d’une loupe binoculaire
pourvoir les caractéres culturaux des champignons, a savoir la couleur de la colonie fongique, la
présence ou 1’absence des spores, la couleur et la forme des spores et la présence ou I’absence

des conidiospores (Fig.14).

Figurel4.0Observation macroscopique des colonies
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11.6. 4.2. Observation microscopique

L’observation microscopique des préparations entre lame et lamelle se fait généralement
par un microscope photonique a différents grossissements (X4, X10, X25 et X40) pour
visualiser les différents caractéres cellulaires qui peuvent étre distingués entre les genres des
espéces fongiques. Ces observations vont nous permettre d’identifier, si possible, le genre de
I’espece fongique isolée, aidé par la clé¢ de détermination des champignons utilisés dans notre
étude, a savoir 'ILLUSTRATED GENERA IMPERFECT FUNGI (Barnett et Hunter, 1978).
Les caractéres cellulaires qui distinguent les champignons et quand doit-on les prendre en
considération, sont en général la forme et la couleur des spores, la présence ou 1’absence de
mycélium cénocyte-tique hyalin ou coloré, la présence ou 1’absence de mycélium septe hyalin

ou coloré et la présence ou I’absence des fructifications sexuées ou asexuées (Fig.15).

Figurel5.0bservation microscopiques sur lame et lamelle a 1’aide d’un microscope photonique

I1.6. 5.1. Caractérisation morphologique des isolats
I1.6. 5.1. Mesure de la croissance mycélienne des isolats

Geénéralement, la croissance mycélienne chez les champignons est évaluée par deux
méthodes : soit par la mesure de la croissance linéaire et diamétrale des colonies, soit par la
mesure du poids sec. Dans notre cas, nous avons retenu la premiere, utilisée par Kaiser(1973).
La croissance linéaire des isolats de V. dahliae a été évaluée par la mesure de I’accroissement
mycélien au cours du temps d’un explantat mycélien initial mesurant 5 mm de diamétre au

moment du repiquage selon la formule : L=D-d/2
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L=croissance linéaire
D : Diamétre de la colonie
d: diametre initial de I’explant

« La vitesse moyenne de croissance de chaque isolant a ensuite été calculées la forme

o Les explants sont prélevés a 1’aide d’un emporte-piece stérile a partir de cultures
jeunes de 7 jours.

o llIs sont ensuite disposés au centre des boites de pétri contenant le milieu de culture
PDA.

o Pour chaque isolat, nous avons réalisé 3 répétitions 1’ensemble des boites est mise a
incuber a la température du laboratoire et sous lumiére blanche continue.

I1.6.5.2. Mesure de la sporulation

Elle a été évaluée a partir d’une culture agée de 10 jours, obtenue dans le milieu PDA. La
technique utilisée consiste a laver avec 10 ml d’eau distillée stérile, ’ensemble des boites de
pétri contenant le champignon, afin de libérer toutes les spores. La suspension de spores est
ensuite versée dans un bécher ou on compléte le volume avec de I’eau distillée stérile a 50 ml.
De chaque suspension conidiénne ainsi préparée, on préleve 4 a 5 échantillons de 0,1 ml ; ils
sont examings a 1’aide de la cellule de Malassez sous microscope optique. On compte le nombre

de conidies pour chaque échantillon.

11 .6. 5.3. Mesure in vitro des conidies des isolats de V.dahliae
La mensuration des conidies est réalisée sur des cultures agées de 10 jours, obtenues sur le
milieu PDA, a une température comprise entre 18 et20°C, sous lumiere continue .Cette étude a
porté sur la longueur et la largeur de 50 conidies par isolat ; elle est réalisée a 1’aide d’un
microscope préalablement étalonné. La suspension des spores a été réalisée dans un liquide
neutre : ’eau. Le mode opératoire consiste a déposer entre lame et lamelle une goutte de

suspension conidiénne qu’on observe au grossissement (10 x100).
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Il .7.Analyse bioinformatique
11.7.1.Matériels
L’¢tude bioinformatique, nécessite l'utilisation d'une connexion internet a haut débit afin de
pouvoir consulter des bases de données a acces libre (Tab.1) qui nous permettent d’analyser notre

géne et notre protéine, ainsi que la structure tridimensionnelle de la protéine d’intérét.

Tableaul:bases de données utilisées

Base de données URL

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=verticillium-+dabhaliae++vdls.
17
UniProt https://www.uniprot.ora/uniprotkb/A0A444RZ68/entr

https://swissmodel.expasy.org/interactive
SWISS-MODEL

11.7.2.Méthodes
11.7.2.1.Recherche de la séquence de la protéine d'intérét

e Effectuer une recherche dans les bases de données de séquences protéiques, comme UniProt
ou NCBI, pour trouver la séquence de la protéine thréonine protéine kinase de Verticillium
dahliae.

e Télécharger la séquence au format FASTA(Fig.16).

serine/threonine-protein kinase CLA4 [Verticillium dahliae VdLs.17]

NCBI Reference Sequence: XP_009653548.1
GenPept |dentical Proteins  Graphics

>XP_0@9653548.1 serine/threonine-protein kinase CLA4 [Verticillium dahliae VdLs.17]
MANDRSVYSSGQFMNPGPAPRPPTDNRPRLALTPNANLPGSMANMAISPIRSTTTSTYTGSTISLPIARQ
NSSQTDGMGGVAIRKEGWAQVKESKNFINPWKQRLLVLRKESLDFHKTEGGKVAYTLYLKDVVNVGRVEA
AGTIFEIKRNPNGSSNSPGEDDGQTKTLQIRVKSDDDLYEWIDLIYGACPGMGGVSNPTNFSHAVHVGFD
PQTGEFVGLPPEWSKLLNSSAITKEDYERNPQAVFEVLDFYSDLTKRAGNPQQYSSLTPTPPVSSQQNKQ
LGYGNAGAGVAPPRPMPPSQPQROPSYNTQASPQSQRKPSASDQQDQHQRQQMQHMQE TRDRELQQRDQRD
RDAQRMRQMEAQRQREIDEANRRDLEAYNAAIPKTKVPMAQQELGGFGGGGSSSPSPSDRYNPSRAAPPA
PKASNQQVGSLRAQRPAPSPPTAGSTRPPLSSQQSSSSLRDPNQAQRAPPRPDPNQQRYPNGSSASQPRP
NGPSQAQAPSRLPAPVKPLNVNKAPAPQPSDGVKAAEAALSAKAPASERKQDVRMSTMSEGEVMAKLKEA
VSKDDPNLSYSKQKKIGQGASGSVYVAKVKETAQSPIARELLRSQGLKAQVAIKQMDLAHQPRKELIVNE
IMVMKDSRHRNIVNFLDAFLRNNNSELWVVMEFMEGGALTDVIDGNTSISEEQISTICLENIIHRDIKSD
NVLLDARGNVKITDFGFCAKLTESKSKRATMVGTPYWMAPEVVKQKEYGPKVDIWSLGIMAIEMIESEPP
YLNEEPLKALYLIATNGTPRLKKPEKLSKELKAFLSVCLCVDVMSRASAEELLLHDFLKHGCPLSSLADL
LAFKKTAK

Figurel6.Format FASTA de la protéine
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I1.7.2.2.Analyse de la sequence

e Utiliser des outils d'analyse de séquences, comme BLAST(Fig.17), pour rechercher des
protéines similaires dans d’autres organismes.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST @ » bistp suite » results for RID-71BJP6J7013

Home RecentResults Saved Strategies Help
< Edit Search Save Search Search Summary v @ How to read this report? @ BLAST Help Videos DBack to Traditional Results Page

Job Title ref[XP_009653548.1| Filter Results

RID 71BJP6J7013 Search expires on 06-19 05:44am Download All v -

Progan BLASTP@ Citation v Organism  only top 20 will appear [ ] exclude

Detabase N o S Type common name, binomial, taxid or group name ‘

=+ Add organism

Query ID XP_009653548.1

Description serine/threonine-protein kinase CLA4 [Verticillium dahliae .. Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type  amino acid | ‘ to ‘ | | to | ‘ to |

Query Length 848 m -
[ Reset |

Other reports Distance tree of results Multiple alignment MSA viewer @

Figurel?. L’interface de 1’outil d’analyse des sequences BLAST.

11.7.3.Analyse phylogénétique
e Construire un arbre phylogénétique a partir de I'alignement multiple de séquences, en utilisant
des méthodes comme le maximum de vraisemblance ou l'inférence bayésienne.
e Visualiser et analyser I'arbre phylogénétique pour étudier les relations évolutives de la protéine
d'intérét avec ses homologues des organismes proches (Fig.18)

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ¥ Select columns ¥ Show e
selectall 100 sequences selected GenPept  Graphics | Distance tree of mults [Multiple alignment MSA Viewer
Do Seone L o v 1 A
v v v v v v

serine/threonine-protein kinase CLA4 [Verticillium dahliae VdLs 17] Verticillium dahliae VdLs. 17 1746 1744 Cliquer sur ce bouton 481
serine/threonine-protein kinase [Verticillium dahliae| Verticillium dahliae 1737 1737 pOUrViSUaliser I’arbre
Serine/threonine-protein kinase CLA4 like [Verticillium | )| Verticillium longisporum 1735 1734 f1
hypothetical protein BJF96_g1712 [Verticillium dahliae] Verticillium dahliae 1732 1732 100% 00 9849% 859 PNH348881
hypothetical protein VD0002_g4145 [Verticillium dahliae] Verticillium dahliae 1732 1732 100% 0.0 9849% 863 PNH64567.1
hypothetical protein BN1723_012063 [Verticillium longisporum] Verticillium longisporum 1730 1730 100% 00 9825% 859 CRK20194.1
Protein kinase [Verticillium nonafalfae] Verticillium nonalfalfae 1729 1729 100% 0.0  98.25% 859 XP_028490287.1
hypothetical protein VOGE_05856 [Verticillium dahliae] Verticillium dahliae 1719 1719 99% 0.0 9859% 991 RXG464271
Serine/threonine-protein kinase CLA4 like [Verticillium longi )| Verticillium longisporum 1709 1709 100% 0.0 97.44% 852 KAGT71327531
Serinelthreonine-protein kinase CLA4 like [Verticillium longisporum] Verticillium longisporum 1667 1667 96% 0.0 9843% 831 KAGT7118947.1
hypothetical protein VdG1_04202 [Verticillium dahliae VDG1] Verticillium dahliae VDG1 1617 1617 100% 0.0 9290% 809 KAF3355369.1
Serine/threonine-protein kinase CLA4 like [Verticillium | )| Verticillium longisporum 1434 1434 100% . 00 _8812% 875 KAG71498941

- Pkinase-domain- protein [Colletotrichum sublingola] Colletotrichum sublineola 1422 1422 100% 2c00°r \8395% 854 KAK1963664.1

Figurel8.L’alignement multiple de séquences de d’autres souches ou d’organismes génétiquement

proches.
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11.7.4.Alignement multiple de séquences

e Récupérer des séquences homologues de la protéine d’intérét dans d’autres champignons ou
organismes.

e Analyser I’alignement pour identifier les régions conservees et variables de la protéine.

e En utilisant la base de données UniProt ou SWISS-MODEL.

11.7.5 .Prédiction de la structure 3D et amarrage moléculaire

e Générer un modele structural 3D de la protéine a I’aide d’outils de modélisation par
homologie sur UniProt ou SWISS-MODEL (Fig. 19).

e Analyser les interactions protéine-ligand et les sites de liaison potentiels.

» '....o
UniProt & Tools » UniProts « fen kinase vertdlium dat
[ 1)

Status Ecrirelaprotéine

UniProtKB 70 results | ginteret

X Download

Unreviewed (TAIEMBL) (70)

Taxonomy

Filter by taxonomy

G2X6G3 - G2X6G3_VERDV
Group by non-specific senne'threonine protein kinase - Gene: VDAG_05745 « Verticlllium
dahliae (strain VdLs. 17  ATCC MYA4575/ FGSC 10137) (Verticillium wilt)

Taxonomy i

EC 27111 950 amino acds - Predicted - Annotation score: O
Keywords

finsse #Serimmithreonine protein kinase NTransferase PAstophagy #Protein transport
Gene Ontology

#Teanspont
Enzyme Class

Cliquer ici pour voir
les résultats de
structure protéine

1\02X684 +G2X6S84_VERDV

non-specific serine/threonine protein kinase - Gene: VDAG_05856 - Verticillium
dahliae (strain VdLs.17 | ATCC MYA-4575 / FGSC 10137) (Verticillium wilt) -
EC:2.7.11.1 - 848 amino acids - Inferred from homology - Annotation score: j

#Kinase #Transferase #Pheromone response i

3 domains - 1 publication

Figurel9. Interface de la base de données UniProt.
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Chapitre 11l: Résultats et discussion

I11. Résultats et discussion
Obtention des isolats de Verticillium dahliae

Sur les trente échantillons collectés sur mes cing wilayas et communes prospectées : Ahmar
El Ain et d’Ouled d’ Aiche qui se trouvent respectivement dans les wilayas de Tipaza et de Blida,
Bouchetata dans la wilaya de Skikda et la wilaya de bordj Bou Arreridj, les isolements réalisés
sur le milieu solide PDA ont permis d’obtenir deux genres d’espéces de champignons telle que
[’Alternaria spp. et le Penicillium spp.. En ce qui concerne le Verticillium dahliae, les
manipulations microbiologiques effectuées non pas permet d’obtenir des isolats de ce genre
d’espece fongique a partir de tiges et de rameau de plants de 1’olivier. Dans nos essais, il s’agit de
la technique d’isolement dite classique d’isolement sur milieu de culture PDA qui a permis

d’obtenir d’autre champignons pathogeénes et saprophytes que le Verticillium dahliae (Fig. 20).

Les difficultés inhérentes a 1’isolement de V. dahliae sur milieu PDA a partir de tiges et de
rameau de plants de 1’olivier présentant le symptéme typique du flétrissement verticillien de

I’olivier pourraient s’expliquer par :

° La faible compétitivité de V. dahliae par rapport a d’autres champignons pathogénes,

saprophytes et des bactéries qui ce developpées sur le milieu de culture utilise ;

° L’absence totale des antibiotiques lors de la préparation du milieu de culture PDA pour
I’isolement de V. dahliae. La disponibilité simultanée de plusieurs antibiotique sont importants

pour I’obtention de cultures pures de V. dahliae;

° Le milieu de culture utilisé dans nos essais, le PDA est considéré comme un milieu de

culture non sélectif pour I’isolement de V. dahliae ;

° Par contre, le milieu de culture PDA est considéré comme un milieu de culture

sélectif pour isoler d’autres espéces fongiques phytopathogenes exemple I’Alternaria spp. ;

La technique utilisée lors de I’isolement, sur le milieu PDA sans antibiotiques est jugée non
fiable par certains auteurs. En effet, (Rhouma et al., 2023), rapporte que, 1’isolement de V.
dahliae et plus facile a partir des microsclérotes de ce pathogéne qui s’agréges dans le sol par
rapport a [’isolement & partir de tiges et de rameau de plants de I’olivier. En revanche, la
technique d’isolement de V. dahliae a partir du sol est trés lourde et nécessite un milieu sélectif et

un jeu d’antibiotiques.
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Identification conventionnelle des isolats obtenus

Observations macroscopiques

L'observation des colonies fongiques a I'aide d'une loupe binoculaire a permis d'étudier les
caractéristiques culturales des pathogénes obtenus, telles que la couleur de la colonie, la présence
ou l'absence de spores, leur couleur et leur forme, ainsi que la présence ou l'absence de
conidiospores. Sur la base de ces observations, notamment de la couleur de la colonie et de la
forme des spores, deux genres ont pu étre identifiés parmi les espéces fongiques isolées a partir de
tiges et de rameau de plants de I’olivier présentant le symptdme typique du flétrissement

verticillien de 1’olivier.

Figure 20. Colonies fongiques obtenues lors des isolements réalisés a partir de tiges et de

rameaux de I’olivier sur milieu PDA

Les isolats obtenus sur le milieu PDA forment un mycélium cotonneux, vert ou brun clair a la

surface. Les colonies sont circulaires et les marges varient en couleur et en largeur (Fig. 21).
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Figure 21. Aspect cultural d’un champignon le Penicillium spp obtenu lors des
isolements réalisés a partir de tiges et de rameaux de 1’olivier sur milieu PDA.

Observations microscopiques

L'observation microscopique des préparations des isolats, a différents grossissements (X40,
X100, X250 et X400), a permis de visualiser les différents caractéres cellulaires permettant de
distinguer les genres des espéces fongiques. L'utilisation de la clé de détermination des
champignons de Barnett et Hunter (1978) a conduit a l'identification d’un seul genre d’espece
fongique pathogéne en 1’occurrence [’Alternaria spp. isolé a partir a partir de tiges et de rameaux
de I’olivier sur milieu PDA (Fig. 22).

Les isolats de /’Alternaria spp. Sur le milieu PDA forment des conidies seules ou en chaines de
2 ou 3 sur des conidiophores septés le plus souvent non ramifiés, d'une longueur allant de 90 a 160
(126,67+18,2) m. Les conidiophores étaient typiquement de couleur brune et de forme obclavée
(Fig. 28 (A, B, C, D). Le nombre de septa transversaux et longitudinaux des conidies varie de 3 a

16 et de 0 a 5, respectivement.
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A Mensuration microscopique des B : Conidies en chaine d’Alternaria spp
conidies d’Alternaria spp G X 100 GX 250

C : Conidie d’Alternaria spp GX400 D : Conidie d’Alternaria spp G X 350

Figure 22 .Aspects microscopiques des conidies et conidiophores de 1’Alternaria spp sur le
milieu PDA

Etude bioinformatique géné in Silico.

Identification de Gene VDAG 05856 sérine /thréonine protein kinase
(Verticilliumdahliae VdLs.17)

Nous avons collecté les informations suivantes sur la baes de données NCBI :

e Legene VDAG_05856 est localisé sur le chromosome 4 situé entre 675581 et 691037 pb,
celui-ci est composé de 3 exons (Fig. 23).
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. le nombre nucléotides du gene VDAG_05856 qui sont transcrits en ARN messager
(ARNmM) selon nos résultats est de 2,547 bp (Fig. 24).

o Nous avons pu déterminer la taille de la protéine sérine /thréonine CLA4 qui est
composé de 848 acides aminés (Fig. 25).

See VDAG 05656 in Genome Data Viewer
Location: chromosome: 4, map: unlocalized

Exon count: 3

NW_009276930.1

[ 675561 [6a1037 Jp

VDG D535 e WORAE_ 1 5556 me—- MDAG_ 5358 dpm
VDAG_{ 5355 sy VOAB_DEE5T e

Figure 23 La position du géne VDAG_05856 (NCBI Gene)

b o e e e b b |

Y T T

g“.mg

) ) ) T ) ) )

Figure 24.le nombre de nucléotide dans ARNm dans géne VDAG 05856.
(NCBI nucléotide)
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L'alignement des séquences des acides aminés de la protéine sérine/thréonine kinase CLA4
permet de comparer sa structure avec celles de protéines similaires. En utilisant Swiss-Model ,
cet alignement aide a prédire la structure tridimensionnelle de CLA4, en mettant en évidence les
régions conservées, comme les sites de phosphorylation. Cela permet d'étudier son rdle dans la
régulation du cytosquelette et la division cellulaire, et d'analyser les mutations possibles qui

pourraient affecter sa fonction.

ﬁTametl

Target GSSSPGEDDGOTRTLQ TRV SDDDLYENTOLIYGACPGNGGUSNPTNF SHAVHGFOPQTGEFVGLAPEHSKLLNSSATTKEDYERNPOAVF EVLOFYSOLTKRAGN 12
Target PQYSSLTTRRYSS 00K QLGYGHAGAAPRRPHPRSPOROPSYATOASPOSORKPSASDOUDQHOROQHGHOETRORELQQROQRORDAQRHRQHEAQRORETDEANRRDLEAYNAATPRTKVPA 35
Targt Q0B AGF GGG 3SR DRYAPSRAAPPAPKASHOOVGS LRAQRPAPSPRTAGSTRPPLSS00S5SS LROPIGAQRAPPRPDPQQRYPGSSASPRRNGRSQAQAPSRLPAPYPLIVAKAPARQPS 52

Target 1DGVKAAEAALSAKAPASERKQDVRHSTHSEGEVHAKLKEAVSKDDPNLSYSKQKKIGQGASGSVYVAKVKETAQSPTARELLRSQGLKAQVATKQNDLAHQPRKELIVNETHVAKDSRHRNTVNFLDAFL &2

Taget | RINNSEL VN FAEGGALTOV0GNTTSEEQTSTCLENTIHRDTHSONVLLOARGHVKITOFGECAKLTESKSKRATHVGTRYMHHPEWKQKEYGPRVDIISLG:

48

Figure 25 . Alignement des séquences des acides aminés de la protéine sérine /thréonine
kinase CLA4 (Swiss-model).

Etude de la variabilité génétique intra -spécifique concernant le géne

Afin de déterminer la variabilité intraspécifique concernant le géne VDAG_05856 sérine/thréonine

protein kinase chez les autres espéces du genre Verticillium

L'analyse de I'arbre phylogenétique (Fig.26) a révele que les séquences du géne codant pour
la protéine sérine/thréonine kinase de différentes souches de Verticillium nonalfalfae sont
étroitement liées a celles de V. dahliae (souche VdLs.17), indiquant une proximité

phylogénétique entre ces deux especes.

Les résultats de notre analyse de survie globale indiquent que I'étude des données de
transcription pour 10 535 génes et la séquence génomique de 33,8 Mb de V. dahliae, souche

VdLs.17 (base de données du groupe Verticillium du Broad Institute), a révélé ce qui suit :

En comparant le génome de la souche V. dahliae VVdLs.17 a celui de la souche Verticillium
alfalfae VVaMs.102, quatre régions spécifiques a une lignée (LS) d'environ 350 kb de longueur

sont présentes dans VdLs.17 mais absentes dans la souche VaMs.102. Ces régions VdLs.17 LS
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codent pour 354 genes, dont certains ont été liés a la virulence et a la spécificité de la gamme
d'hétes (Klosterman et al., 2011).

Bien gu'il soit impossible de distinguer V. nonalfalfae de V. alfalfae morphologiquement, ils

different par leur gamme d'hotes et leurs caractéristiques d’/ADN (Inderbitzin et al., 2011).

Marton et al. (2018) ont utilisé la base de données MEROPS pour comparer les protéines

sécréteées potentiellement par V. nonalfalfae aux peptidases. lls ont identifié :

. 12 peptidases aspartiques exprimées in planta.
) 2 peptidases a cystéine.

. 27 métallopeptidases.

) 44 peptidases a sérine

. 1 peptidase a thréonine.

Les peptidases putatives sécrétées par les especes de Verticillium phytopathogénes ont été
comparées : V. nonalfalfae, V. alfalfae et V. longisporum présentaient une distribution
comparable des peptidases, tandis que V. dahliae présentait une distribution statistiquement

différente des métallopeptidases, des cystéines et des sérines peptidases.

Klosterman et al. (2011) ont fourni des séquences génomiques de cing especes de
Verticillium (V. dahliae, V. alfalfae, V. tricorpus, V. longisporum et V. nonalfalfae) et de leurs

souches, offrant une richesse d'informations génomiques pour diverses études.

Ils ont étudié les génomes de V. dahliae (souche VdLs.17) et de V. alfalfae (souche
VaMs.102) pour détecter des effecteurs potentiels et d'autres protéines sécrétées en fonction de la
localisation subcellulaire et de la présence d'un peptide signal. Un nombre similaire de protéines
sécrétées a été trouvé dans les deux génomes (780 et 759 pour V. dahliae et V. alfalfae,
respectivement), et comparable a celui des autres champignons.

Dans le cas de Jelen et al. (2016), une comparaison du génome mitochondrial de
V. nonalfalfae (26 139 pb) avec celui de V. dahliae (27 184 pb), étroitement apparenté, a montré
des tailles comparables, un ordre des genes conservé et des modifications nucléotidiques
spécifiques a I'espéce, contribuant a un taux de 98,15 % d'identité au niveau nucléotidique entre

les génomes mitochondriaux.
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| Vetticillium nonal falfae strain CBS 382.66 chromosome 7

| ‘ Verticillium nonalfalfae strain WCS 072 chromosome 7
!

1
‘ #Verticilium nonalflfae Potein inase (CLA), partial mRNA

{ Verticillium dahliae VALs.17 serine/threonine-protein kinase CLA4 (VDAG_03856), partial mRNA
\

- Verticilliun alfalfae VaMs. 102 serinefthreonine-protein kinase shk2 partial mRNA

\
|9 Verticillium dahliae VALS.17 supercontl. || genomic scaffold, whole genome shotgun sequence

! Verticilliun dabliae strain VD991 chromosome 4
{ Verticllium dabliae VALs.17 chromosome 4, complete sequence

{Verticillium dahliae JR2 chromosome 3, complete sequence

© Veticillium dahlise strain VA8 serinethreonine-protein kinase (CLA4) gene. complete ods

Figure 26 .arbre phylogénétique intraspéecifique Verticillium
Structure tridimensionnels de la protéine

Au niveau de la plateforme Swiss-model, 7046 modeles ont été trouvés pour correspondre a
la sequence cible de notre protéine. Cette liste a été filtrée par une heuristique jusqu'a 50. Les

premiers modéles sont les suivants :

Nous avons repéré une protéine sérine/thréonine kinase qui est identique de 99,53 % a la

notre (Tab. 2) qui appartient a I’espece Verticillium longisporum.
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Tableau Il : Pourcentage de similarité entre les structure de la protéine sérine/thréonine kinase

et Verticillium dahliae, souche VVdLs17 :

Template Sequence dentity Biounit Oligo State Description

AOAOGALE22.1 99.53 monomer non-specific serine/threonine protein kinase
AlphaFold DB mode! of AOAOGALE22_9PEZI (gene: AOADGALE22_9PEZI, organism: Verticillium longisporum)

6fd3.1 61.35 monomer Serine/threonine-protein kinase PAK 3
Thiophosphorylated PAK3 kinase domain

3q4z1 61.70 homo-dimer Serine/threonine-protein kinase PAK 1
Structure of unphosphorylated PAK1 kinase domain

6fd3.1 59.57 monomer Serine/threonine-protein kinase PAK 3
Thiophosphorylated PAK3 kinase domain

8x52.1 62.28 monomer Serine/threonine-protein kinase PAK 1
The Crystal Structure of PAK1 kinase domain from Biortus

Description de la structure tridimensionnelle (Fig. 27) de la protéine sérine/thréonine kinase
codée par le gene VDAG_05856 chez Verticillium dahliae, souche VdLs17 :

Cette proteine appartient a la famille des sérine/thréonine kinases du pathogene fongique V.
dahliae. Sa structure 3D a été identifiée dans les bases de données UniProt avec les niveaux de

confiance de modeéle suivants :

o Confiance du modele : Tres élevée (pLDDT>90) : Cela indique que la structure prédite
est tres precise et fiable. Un pLDDT (Precision-Dependent DT-score) >70 signifie que la

structure prédite est probablement correcte.
Réle potentiel de la protéine sérine/thréonine kinase chez V. dahliae :

o Elle peut jouer un réle important dans les processus liés a la pathogénicité, la
morphogenese et I'agressivité différentielle entre les isolats (Chen et al., 2015).

o Les tendances d'expression de cette kinase lors de l'infection des feuilles détachées sont
similaires a celles du traitement a I'extrait de tige, suggérant qu'elle pourrait fonctionner dans un
modele ou une voie de signalisation similaire (Pak et al., 2006 ; Ding et al., 2009).

o Elle régule la différenciation et la prolifération cellulaire.

. Son activité accrue lors de I'exposition a des extraits du processus d'infection indique
qu'elle pourrait étre impliquée dans la germination des spores et d'autres processus cellulaires

conduisant a l'infection par V. dahliae (Nantel et al., 2002).
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Model
Confidence:

Il Very high
(pLDDT = 90)

Confident (90
> pLDDT = 70)

Low (70 >
pLDDT > 50)

B Very low
(pLDDT < 50)

AlphaFold produces
a per-residue v
confidence score | &
(pLDDT) between 0

and 100. Some

regions with low i 2O
pLDDT may be _L

unstructured in =

isolation.

Figure 27. structure tridimensionnel de la protéine (UniProt,2024)
Emplacement subcellulaire de la sérine/thréonine protéine kinase dans cytoplasme

D'aprés les informations fournies, il semble que la localisation subcellulaire précise de la
protéine sérine/thréonine kinase codée par le gene VDAG_05856 chez Verticillium dahliae n'ait

pas été directement mentionnée dans la base de données NCBI ou autres (Fig. 28).

En revanche, on peut faire les suppositions suivantes ; concernant son emplacement

subcellulaire:

Etant une protéine kinase, elle est probablement localisée principalement dans le cytoplasme
des cellules fongiques. Les protéines kinases sont généralement des enzymes cytoplasmiques qui
jouent un role clé dans diverses voies de signalisation intracellulaire en phosphorylant d'autres

protéines cibles.
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Cependant, il est également possible qu'une partie de cette protéine kinase soit associée a des
structures membranaires comme le réticulum endoplasmique ou l'appareil de Golgi, ou elle

pourrait réguler des processus comme le trafic vésiculaire ou la sécrétion de protéines.

En I'absence d'informations expérimentales spécifiques sur sa localisation, on peut supposer
que la protéine sérine/thréonine kinase VDAG_05856 est principalement cytoplasmique, mais
pourrait également étre partiellement associée a des membranes intracellulaires, en fonction de

son rble précis dans la régulation des voies de signalisation et des processus cellulaires chez V.

dahliae.
GO:0005575
cellular component
e e T
cellular anatomical
entity
GO:0005622 Is a
. A >| B
intracellular
anatomical structure Part of
A >»| B
GO:0005737 A Regulates B
cytoplasm A Positively regulates | B
Negatively regulates
A »| B
Occurs in
A »| B
Capable of
N et »| B
Capable of part of
A »| B

QuickGO - https://www.ebi.ac.uk/QuickGO

Figure 28. Mode d’action de la protéine sérine/thréonine protéine kinase dans cytoplasme
(NCBI,2024)
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Conclusion et perspectives :

L'olivier, essentiel sur les plans nutritionnel et économique, nécessite une
surveillance accrue pour détecter les bioaggréseurs. Cette étude a permis d'isoler
Verticillium dahliae, responsable du flétrissement verticillien, a partir de tiges et
rameaux présentant des symptémes typiques. L'identification se fait sur milieu PDA,
mais l'isolement peut échouer en raison de la complexité de la culture de I'agent et des

contraintes des laboratoires.

En revanche, nous avons réalisé des analyses bioinformatiques pour étudier les
mécanismes d'action de la protéine sérine/thréonine kinase, impliquée dans la
pathogénicité de V. dahliae. Cette approche vise a développer de nouvelles stratégies
pour lutter contre le flétrissement verticillien, notamment en utilisant le docking

moléculaire pour identifier des molécules capables d'inhiber I'action de cette protéine.

La protéine sérine/thréonine kinase, localisée principalement dans le cytoplasme et
parfois dans le noyau des cellules fongiques, joue un réle crucial dans la transduction
du signal et la régulation de processus cellulaires tels que la croissance, la

différenciation et la virulence du champignon.

Le géne VDAG-05856, qui code pour cette protéine chez V. dahliae, a été
identifié comme un facteur de virulence majeur. Des recherches récentes ont
démontré que la suppression de ce géne diminue considérablement la capacité du
champignon a infecter ses hotes végétaux.
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Perspectives :

Encourager d'autres études sur cette pathologie de I'olivier en Algérie, avec un
monitorage des vergers oléicoles et des parcs a bois. Cela permettrait d'assurer
I'assainissement sanitaire du matériel végétal de propagation, s'inscrivant ainsi dans le

développement durable du secteur agricole et la sécurité alimentaire.

Réaliser des isolements supplémentaires a partir du sol et des plants d'olivier, en
utilisant des techniques moléculaires avancées telles que la PCR quantitative ou le
séquencage de nouvelle génération pour la détermination et la caractérisation précise

de Verticillium dahliae.

Rechercher des methodes de lutte efficaces contre cette maladie en Algérie, en
explorant des approches innovantes comme [l'utilisation d'agents de biocontrole ou le

développement de cultivars résistants.

Sélectionner des souches antagonistes pour lutter biologiquement contre ces agents
pathogénes, en se concentrant sur des microorganismes bénéfiques tels que

Trichoderma spp. Ou certaines bactéries promotrices de la croissance des plantes.

Approfondir I'étude de la protéine sérine/thréonine kinase et du géene VDAG-05856
par des approches expérimentales, notamment par des techniques de microscopie
confocale pour localiser précisément la protéine, et par des expériences de
mutagenese dirigée pour identifier les domaines fonctionnels cruciaux pour la

pathogénicite.

Développer des inhibiteurs spécifiques de la protéine sérine/thréonine kinase basés

sur les résultats du docking moléculaire, et tester leur efficacité in vitro et in planta.

Etudier les interactions entre V. dahliae et le microbiome de I'olivier pour identifier

d'éventuels antagonistes naturels ou des facteurs favorisant la résistance de la plante.
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