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RESUME

Recherche et identification morphologique et moléculaire des
Botryosphaeriaceae associées au dépérissement des agrumes et de
quelques Rosaceae dans la plaine de la Mitidja

Les Botryosphaeriaceae sont considérées parmi les plus graves
pathogénes des plantes ligneuses, du fait qu’elles touchent la productivité
et la longévité des sujets. Dans ce contexte, une étude a été menée sur les
agrumes et quelques Rosaceae dans deux localités de la plaine de la
Mitidja afin de déterminer I'étiologie des Botryosphaeriaceae qui affectent
le bois de ces especes fruitiéres.

L’analyse de 80 troncs et rameaux des arbres a mis en évidence la
présence de 145 nécroses dont 54 sur les agrumes, 30 sur le pommier, 31
sur le pécher et 30 sur l'abricotier qui se répartissent en 9 types. Les
nécroses du type brun et dure en position centrale (NBDC), claire et tendre
en position centrale (NCTC) et brune et dure en position sectorielle (NBDS)
sont les plus dominantes avec des 34, 35 et 38 respectivement.

Les isolements réalisés a partir des différentes lésions vasculaires, ont
permis d’établir une collection de 168 isolats dont 98 sont des
Botryosphaeriaceae soit un taux de 58,33%. La caractérisation
morphologique et moléculaire par séquencage des ITS, a mis en évidence
6 espéces appartenant a 4 genres de la famille des Botryosphaeriaceae
associées au phénomeéne de dépérissement des arbres fruitiers, a savoir :
Lasiodiplodia mediterranea et Lasiodiplodia citricola sur les agrumes,
Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum algeriense et Diplodia sp. sur le
pommier, le pécher et I'abricotier et Neoscytalidium dimidiatum sur le
pommier uniquement.

Un essai de pathogénicité a été entrepris pour examiner la virulence de
ces espéces Vvis-a-vis des arbres hotes. Les Iésions causées par L.
mediterranea sur les agrumes et N. parvum sur le pommier, le pécher et
'abricotier étaient significativement les plus importantes avec des
longueurs respectives de 4,14cm, 4,68cm, 5,98 et 4,85cm.

Mot clés. Agrumes, Botryosphaeriaceae, phylogénie, Rosaceae, test

de pathogénicité.



SUMMARY

Research and morphological and molecular identification of
Botryosphaeriaceae associated with Citrus and some Rosaceae dieback
in the plain of Mitidja

The Botryosphaeriaceae are considered among the most serious
pathogens of woody plants, because they affect the productivity and
longevity of subjects. In this context, a study was conducted on citrus and
some Rosaceae in two localities of the plain of Mitidja to determine the

etiology of Botryosphaeriaceae affecting wood of these fruit species.

The analysis of 80 branches and trunks of trees showed the presence
145 necrosis which 54 on citrus, 30 of apple, peach and 31 of 30 on the
apricot tree which fall into 9 kinds. Necrosis Brown and hard central
necrosis (NBDC), clear and soft center position (NCTC) and brown and
lasts industry position (NBDS) are the most dominant with 34, 35 and 38

respectively.

Isolations made from different vascular lesions, have established a
collection of 168 isolates of which 98 are Botryosphaeriaceae a rate of
58.33%. Morphological and molecular characterization by sequencing the
ITS, highlighted six species belonging to four genera of the family
Botryosphaeriaceae associated dieback phenomenon of fruit trees, namely:
Lasiodiplodia mediterranea and Lasiodiplodia citricola on citrus,
Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum algeriense and Diplodia sp. on
apple, peach and apricot and apple on Neoscytalidium dimidiatum only.

A pathogenicity test was undertaken to examine the virulence of these
species vis-a-vis the host trees. The lesions caused by L. mediterranea on
citrus and N. parvum on apples, fish were significantly larger with
respective lengths 4,14cm, 4,68cm, 4,85cm and 5.98.

Keywords. Citrus, Rosaceae, Botryosphaeriaceae, phylogeny,

pathogenicity test.
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INTRODUCTION

Sur le plan économique, la diversité biologique des espéeces est d'une
importance vitale pour ’'homme d’autant qu’elle est la source principale des
matiéres premieres dont il a besoin. Toutefois, son appauvrissement
diminue tous les avantages socioéconomiques et écologiques et peut

compromettre la capacité des générations futures [1].

L’Algérie est un grand centre de diversité biologique. L’arboriculture
fruitiere est un des secteurs les plus diversifiés. Il est constitué d’espéces
rustiques, caractéristiques de la région, comme [l'olivier, les agrumes et le
figuier et d’espéces plus exigeantes et délicates (Rosaceae a noyaux et a
pépins) [2]. Sur une Surface Agricole Utile totale (S.A.U.) de 8,46 millions
ha, les plantations fruitieres, occupent une aire d’environ 900 mille ha, soit
10,62 % de la S.A.U. Sur lI'ensemble de ces plantations, aucune
spéculation n’a connue une hausse significative en terme de superficie
sauf l'olivier qui a connu un élargissement de ses terrains de 10%. Quant
aux productions, des hausses plus au moins importantes sont enregistrées
pour toutes les cultures fruitieres avec 17% pour l'olivier, 10% pour le
figuier et le palmier dattier et 5 % pour les Agrumes. Tandis que les
Rosaceae a pépin et a noyaux ont connue une baisse de production de
9%. Cette situation nous pousse a nous interroger sur les contraintes

auxquels est affrontée I'arboriculture fruitiere algérienne [3].

En effet, plusieurs obstacles freinent I'évolution de cette filiére, entre
autre les maladies fongiques vasculaires qui échappent aux agricultures et
dont le développement n'est apparent qu’a un stade avancé, engendrant
des pertes inestimables de la récolte et conduisant le plus souvent au
dépérissement et a la mort des arbres [4]. Dans ce contexte, on cite la
famille des Botryosphaeriaceae qui est une des grandes familles de
champignons qui affectent les plantes ligneuses [5]. Cette famille
comprend une gamme de diverses espéces qui sont soit des agents
pathogenes, des endophytes ou des saprobes, principalement sur les
hotes ligneux [6]
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Plusieurs travaux, visant a rechercher et identifier les
Botryosphaeriaceae intervenant dans le phénomene de dépérissement, ont
vu le jour a travers le monde entier. La vigne a eu la plus grande part de
ces recherches. Plusieurs auteurs se sont intéressés aux maladies qui
affectent les organes pérennes de la vigne comme l'eutypiose, le syndrome
de l'esca et Botryosphaeria Dieback. Pour certaines de ces maladies,
plusieurs agents fongiques peuvent étre impliquées a la fois dont les
Botryosphaeriaceae [7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 et 14]. Tout comme la vigne, les
Rosaceae et les agrumes sont sujets aux atteintes des Botryosphaeriaceae
[15, 16]. Toutefois les recherches entreprises dans ce sens restent
préliminaires et se limitent aux travaux d’Elena en Gréce [17], de Polizzi et
al. en ltalie [18] et de Adesemoye et al. Californie [19] sur les agrumes et
de Damm et al. [180] ; Slippers et al. [11] et Cloete et al., 2011 en Afrique

du sud sur les Rosaceae [21].

En Algérie, peu d’intérét est accordé a I'étude des dépérissements des
arbres (fruitiers et forestiers) et peu de travaux traitent ceux causées par
des Botryosphaeriaceae. Berraf et Péros ont été les premiers a initier les
recherches dans ce domaine, lors de I'étude de I'eutypiose et I'esca de la
vigne [12]. En 2012, six espéces de Botryosphaeriaceae ont été isolées a
partir du bois déprissant de la vigne a savoir: Diplodia seriata,
Lasiodiplodia sp., Neofusicoccum parvum, N. australe, N. mediterraneum
et Botryosphaeria dothidea, dans le sahel algérois [13] et une nouvelle
espece, Neofusicoccum algeriense, a été décrite pour la premiére par
Berraf-Tebbal et al. [14]. Ammed et al., quant a eux ont décrit trois espéces
botryosphaeriales, Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, et
Neofusicoccum parvum [15]. Sur les agrumes une nouvelle espéce,
Lasiodiplodia mediterranea, a été identifiée par Berraf-Tebbal sur le bois
dépérissant de Citrus sinensis [14]. Cette méme espéce a été reportée sur
la vigne en ltalie [16]. Dans le milieu forestier, I'étude de la microflore
associée a Platypus cylindrus dans une subéraie littorale du Nord Ouest de
'Algérie menée par Belhoucine a révélé que Botryosphaeria corticola,
isolée pour la premiére fois a partir de Platypus cylindrus, est un des

facteurs aggravants le dépérissement des chénaies algériennes [22].
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Le travail que nous proposons dans cette thématique a pour objectif la

recherche et la caractérisation phénotypique et moléculaire des espéces

de la famille des Botryosphaeriaceae impliquées dans le dépérissement

des agrumes, du pommier, du pécher et de I'abricotier dans la plaine de la

Mitidja. A cet effet nous avons ciblé deux régions, Alger et Blida, ou 6

vergers ont été prospectés et cela dans 4 différentes localités : Staoueli,

Chiffa, Larabda et Ouled Slama. L’étude comporte plusieurs étapes a

savoir :

A\

Prélevement des troncs et rameaux présentant les symptédmes
de dépérissement a partir des différents vergers ;

Suivie des lésions vasculaires au niveau des troncs et rameaux
a travers différentes coupes transversales, permettant de décrire
différents types de nécroses ;

Isolement de la microflore fongique a partir des buchettes
découpées a la limite du bois nécrosé et sélection
morphologique des Botryosphaeriaceae ;

Sélection des isolats pour le séquencgage ;

Construction des arbres phylogénétiques sur la base des ITS ;
Confirmation de [l'identité des espéces par une description
morphologique ;

Test de pathogénicité des espéces identifiées sur les arbres

hotes.
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CHAPITRE |I.

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Généralités

1.1.1. Agrume

1.1.1.1. Origine et distribution biogéographique

Les agrumes, appelés également Hespérides dans la mythologie
grecque [23], sont des espéces originaires du Sud-Est asiatique, des
contreforts de I'Himalaya [24], ou elles sont cultivées dans les régions
allant du Nord-Est de I'Inde au nord de la Birmanie et celle du sud de I'ile
de Hainan [25]. La premiére mention des agrumes se trouve dans les livres
religieux de la Chine et de I'lnde entre 800 a 500 av. J.C. [24]. Leur culture
se confond avec I'histoire des civilisations anciennes de la Chine, qui les
cultiverent d’abord pour leurs parfums, puis pour leurs fruits [26].

Bien qu’ils soient originaires des pays chauds, les agrumes ont rejoint
aujourd’hui les cing continents au gré des conquétes, des échanges
commerciaux et grace a leur grande capacité d’adaptation. Ces espéces
ont pu se développer dans des régions a des saisons plus marquées tel le
pourtour méditerranéen, le Chili Central, I'Afrique de Sud et la Californie,
ou elles se sont adaptées a de fortes amplitudes thermiques (hivers doux a

froids et étés trés chauds et treés secs) [24].

1.1.1.2. Taxonomie et génétique

La taxonomie et la phylogénie des citrus est trés difficile et
controversée en raison des différents systémes taxonomiques [27]. Par
ailleurs, la majorité des taxonomistes considérent les agrumes des
espéces appartenant a de la famille des Rutaceae, a la sous famille des
Aurantioideae, a la tribu des Citreae et a la sous tribu des Citrinae [28]. Le
terme "Citrus" est un terme général qui regroupe différents genres dont
trois sont cultivés pour leurs fruits ou leurs huiles; Citrus, Poncirus et
Fortunella [29] et qui rassemblent les huit espéces qui se trouvent dans le

monde: C. sinensis (L.) Osb., l'oranger ; C. aurantium L., le bigaradier; C.
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reticulata Blanco, le mandarinier ; C. paradisi Macf., le pomelo ; C. maxima
(Burn.) Merr., le pamplemoussier ; C. limon (L.) Burm., citronnier ; C.
aurantifolia (Christm.) Swing., le limettier et C. medica L., le cédratier. Ces
espéces renferment en elles un grand nombre de variétés [30]. Celles-ci se
repartissent en trois groupes en fonction de leurs similarités génétiques. Il
s’agit du groupe des orangers et mandariniers, du groupe des pomélos et
pamplemoussiers et du groupe des limes et citronniers [31]. Des travaux
récents, basant sur la diversité génétique et la structure des populations,
penchent a I'existence de 3 espéces ancestrales; le bigaradier (C.
aurantium), le pamplemoussier (C. maxima) et le mandarinier (C.
reticulata); qui seraient a l'origine des nombreuses espéces de citrus, qui
en réalité sont des hybrides issus de croisement entre ces trois especes
[32].

Génétiguement, les agrumes sont des especes diploides pour leur
majorité, avec un nombre de chromosomes 2n=2x=18 et un génome
relativement petit de 372Mb pour I'oranger par exemple [33]. Les génomes;
le plus grands et le plus petit, sont reportés sur les deux espéces haploides
C. medica (Cédratier) et C. reticulata (Mandarinier) avec des nombres
moyens de bases respectifs de 398Mb et 360 Mb. Le pomelo quant a lui
posséde un génome intermédiaire de 372Mb [34].

1.1.1.3. Ecologie et phénologie

L’agrumiculture est I'une des cultures arboricoles la plus répondue
dans le monde [27]. Bien que les especes de ce groupe soient originaires
des zones intertropicales du Sud-est asiatique ou la chaleur est constante
(entre 15°C et 20°C) et 'humidité relative est trés forte, certaines variétés
ont pu s’adapter et se développer sous des climats plus hostiles [24].
Actuellement, les agrumes poussent dans les zones tropicales et
subtropicales comprises entre une latitude de 35° N et 35° S [27].

Les agrumes présentent une grande capacité d'adaptation a des
conditions pédoclimatiques trés différentes. La culture de ces espéeces est
possible dans des zones a températures comprises entre 13°C et 39°C.
Les besoins en eau des citrus varient entre 1200mm et 1500mm par an. En
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dessous, l'agrumiculture nécessite une irrigation [35]. Sur le plan
pédologique, les agrumes exigent des sols profonds et légers (sablo-
argileux ou argilo-sableux) et bien drainés avec un pH idéal compris entre
5,5 et 7,5. Les agrumes redoutent les eaux salines (au-dessus de 0,5%)
[36]. Dans le bassin méditerranéen et les zones tempérées, la culture des
citrus reste possible en condition de surveillance d’irrigation et du seuil de

résistance au froid des différentes variétés [24].

La définition des stades reperes des arbres fruitiers, proposée par les
différents auteurs; n’est pas toujours la méme. Les phénomeénes végétatifs
décrits ou leur période d’apparition peuvent d’ailleurs différer d’'une espéce
fruitiere a une autre ou d’une variété a l'autre [37]. Chez les agrumes, on
note 3 flux végétatifs amorcés par les pluies. Le premier flux débute en
mois de mars et le second au mois d'ao(t. Quant au dernier, il survient au
mois d’octobre [38] et amorce le début de la floraison [39, 40]. Celle-ci est
continue tout le long de I'année sur les citronniers et limettiers. Sur les

autres espéces on peut y avoir une ou 2 périodes de floraisons par an [41].

1.1.2. Pommier

1.1.2.1. Origine et distribution biogéographique

L'Asie centrale a été rapportée pour contenir la plus grande diversité
des especes du genre Malus. Cette zone ; ou la pomme est cultivée depuis
plus de 10.000 ans, semble étre le centre d'origine de la pomme
domestique [42]. De Candolle dans son ouvrage "Origine des plantes
cultivées" propose que le pommier sauvage ; Malus sieversii, de la région
de Turkistan et ses proches parents sont les précurseurs de la pomme
domestique [42]. Rehder, et Mehlenbacher et al. et Dirlewanger et al.,
quant a eux, ont considéré que, parce que le pommier sauvage; M.
sieversii, porte des fruits semblables a la pomme domestique, ils doivent
probablement décoller d’un ancétre commun [44, 45, 46]. Aujourd’hui; M.
sieversii, qui pousse de fagon sauvage au Kazakhstan et au Kirghizistan,

est pensé pour étre la principale espéce progénitrice [47].

Les études historiques ont montré que le transfert des semences de la

pomme par des étres humains ou des animaux a probablement contribué a
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sa dispersion a partir du centre de son origine a d'autres parties du monde.
Actuellement, le pommier connait une large distribution dans de trés
grandes régions du monde en particulier les zone tempérées [47]. Cette
espéce se retrouve en Asie de I'Ouest, en Himalaya, en Asie Centrale, en
Inde, en provinces de l'ouest de la Chine, en Europe et dans certaines

parties de I'Amérique et de I'Afrique [48].

1.1.2.2. Taxonomie et génétique

La plupart des pommes cultivées Malus* domestica ; portant également
l'appellation M. pumila, appartiennent a la famille des Rosaceae [49, 50,
51]; a la sous famille Maloideae, qui provient de I'hybridation des deux
ancétres ; Spiraeoideae et Prunoideae, suivie de la fusion compléte de
gametes pour former un organisme fertile [52] et au genre Malus. Les
espéces de ce genres se répartissent en cinq sections; Malus,
Sorbomalus, Chloromeles, Eriolobus et Docyniopsis [53].

La pomme commerciale est une espéce hybride avec une histoire
d'hybridation inter- et intraspécifique trés complexe. Le nom scientifique de
la pomme domestique est donc souvent écrit avec un «*» entre le genre et
espéce [54]. La majorité des cultivars de pomme sont diploides avec un
nombre de chromosomes 2n = 34 et un génome de taille moyenne (1C =
2,25 pg qui correspond a environ 1,5 x 109 pb) [565]. Certains cultivars sont
triploides avec 2n = 3x = 51 [47]. Probablement, la sous-famille Maloideae
a résulté d'une ancienne autopolyploidization d'un ancétre de 9 a 18
chromosomes qui a perdu des chromosomes par la suite donnant ainsi des
cultivars de pomme de 17 chromosomes, tandis que les autres sous-

familles ont 7, 8 ou 9 chromosomes [51, 56, 57].

1.1.2.3. Ecologie et phénologie

Le pommier est une espéece des zones tempérées [47, 58]. En
revanche, cet arbre peut pousser sous dautres climats tel le climat
subtropical et le climat tropical en haute altitude ou I'on peut avoir deux

récoltes par an [47].
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La levé de la dormance des arbres a feuille caduque, entre autre le
pommier, est amorcé par une somme des températures froides [47] de
l'ordre de 7,2°C pendant une période de 800 a 1600 heures [58]. Des
températures de 21 a 26 °C sont les plus favorables a I'activité des abeilles
lors de la pollinisation. Des nuits fraiches et une lumiére intense sont trés
favorables a la bonne coloration et maturité des fruits. Le pommier peut se
développer sous différents substrats pédologiques. Mais les sols bien
drainés, 1égérement acides, argilo-limoneux profonds et riches en matiére

organique sont les plus favorable [59].

Plusieurs systemes de description accompagnés de dessins
représentatifs des principaux stades reperes des arbres fruitiers ont été
proposes. Le plus couramment utilisé est le code Baggiolini subdivisé en
16 stades de A a P. Dans les années 90, un code décimal (de 00 a 100)
appelé échelle BBCH a finalement permis de disposer d’'un systéme
uniforme pour décrire le développement de I'ensemble des plantes
cultivées [60, 61].

Le développement phénologique du pommier domestique se réalise en
10 stades (de A a J selon le code de Baggiolini) qui se déroule en 76 jours
(échelle de BBCH) [62, 63]. Les fruits attiennent la pleine maturité au 87 au
89° jour [37].

1.1.3. Pécher

1.1.3.1. Origine et distribution biogéographiques

De son mon latin, le pécher Prunus persica, laisse supposer qu’il est
originaire de la Perse [43, 64]. Hors que sa vraie origine se trouve en Chine
ou les péches sont symbole de la fécondité et de I'immortalité [65]. C’est
probablement les caravanes qu'ils 'ont emporté en Asie occidentale, puis
sur les bords de la Caspienne, enfin en Iran, en Syrie et en Arabie
Saoudite [64]. Cet arbre a attient la Perse et le bassin méditerranéen au
Ve siécle [66] ou les grecs et les romains qui I'ont recu au de début de I'ere
chrétienne [43] et cultivé ont supposé qu'il en est originaire ; et lui donnent
le nom de pomme de la Perse, Prunus persica [64].
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1.1.3.2. Taxonomie et génétique

Le pécher (Prunus persicae L.) est une espece de la famille des
Rosaceae, de la section des Euamygdalus, sub-genre du genre Amygdalus
et du genre Prunus [34]. Cette espéce a été longtemps confondue avec
'amandier qui contrairement au pécher posséde un mésocarpe qui se

desséche et s’ouvre a maturité et des feuilles avec des nervures fines [67].

Comme toutes les espéces des Rosaceae, le pécher porte le petit
génome collinaire caractéristique de cette famille avec un nombre de
chromosome diploide de 2n=16 [34]. Sur le plan génétique, le génome du
pécher est le mieux caractérisé et I'un des plus connus de tous les arbres
feuillus. Sa séquence a été récemment publiée [68, 69]. Dans certains cas
le pécher peut étre haploide avec un nombre de chromosomes n=8. Dans
ce cas, I'arbre provient des ovaires non fécondés des pieds femelles [67].
Becker a obtenu deux cas de monopoidie suite a un croisement de la
nectarine avec le pécher commun. Les pieds issus de ce croisement
étaient de petite taille et procédaient tous les caractéres récessifs du pied
femelle. Ce méme auteur a étudié la germination des grains de pollen de

ces pieds haploide qui ne dépasse pas 7% [70].

1.1.3.3. Ecologie et phénologie

Originaire de la Chine, le pécher est espéce qui pousse le mieux sous
des climats a des étés trés chauds. De ce faite, certaines variétés n’ont pas
succombé au climat froid subtropical [51]. Cet arbre pousse mieux sous les
climats méditerranéens. Ses besoins en chaleurs sont de 250 a 900 UF.
Une fois les besoins en froid sont satisfaits, le bourgeon a besoin de
températures élevées pour débourrer. C’est l'effet des deux types de

températures qui conditionne la période de floraison [71].

Le systéme racinaire semi-pivotant du pécher nécessite sa plantation
dans des sols assez profonds. Les sols perméable et aéres lui sont les plus
favorables. Contrairement, les sols lourds et mal drainés provoquent une
asphyxie radiculaire du systéme racinaire. Dans ce cas, il est conseillé
d’installer des réseaux de drainage pour éviter la situation de
'hydromorphie qui peuvent compromettre la vie de larbre. Les sols
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calcaires sont également défavorables. Une teneur en calcaire actif de 7%
provoque des chloroses qui se manifestent par un jaunissement des

feuilles puis leur desséchement [71].

Sur le plan phénologique, le pécher accomplie ses différents stades en
72 jours (échelle BBCH) passant ainsi par 9 stades principaux de A a |
(code de Baggiolini) [62, 63]

1.1.4. Abricotier

1.1.4.1. Origine et distribution biogéographique

Bien qu’il ait pour appellation le nom scientifique Prunus armeniaca L.
en rapport avec I'’Armani [72], I'abricotier est espéce originaire de la Chine
[73]. Maugard fut le premier a donné les motifs de la diversification des
plantes cultivées en indiquant trois centres origines principaux : la Chine
central, I'Asie centrale et le proche orient [74]. La culture de I'abricotier
remonte a la fin du troisieme millénaire av. J.C [43]. Mille ans plus tard,
cette espéce a été introduite en Asie central [75] et vers le premier siécle

av. J.C. elle a atteint le bassin méditerranéen [72].

L’abricotier a pour particularité une trés grande régionalisation des
cultivars et ses variétés sont adaptées a des zones de culture trés étroites
[76]. Actuellement on le retrouve aux Etats-Unis ainsi qu’au Chili. En
Europe et en Afrique. La culture de cette espéce est essentiellement
limitée a la zone méditerranéenne : Espagne, ltalie, Gréce, Yougoslavie,
Sud-est de la France, Maroc, Algérie et Tunisie. La Turquie, le Pakistan et

I'lran sont les plus grands producteurs d’abricot du monde [77]

1.1.4.2. Taxonomie et génétique

L’abricotier, Prunus armeniaca L., appartient a la famille des
Rosaceae, a la sous-famille des Prunoideae, au genre Prunus L., au sous-
genre Prunophora (Neck) Focke et a la section Armeniaca (Lam.) Koch
[78]. Sous le terme générique "Abricotier" on retrouve différentes espéces
dont les plus connues sont Prunus sibirica L. (Abricotier de Sibérie),

Prunus mume Sieb. et Zucc. (Abricotier japonais), Prunus brigantiaca Vill.
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(Abricotier des Alpes), Prunus holosericea Batal. (Abricotier tibétain),
Prunus mandshurica Maxim. (Abricotier de Mandchourie), et Prunus

dasycarpa Ehr. (Abricotier noir) [79].

Sur le plan génétique, I'abricotier est une espéce diploide avec 2n=16
et un génome de petite taille, caractéristique des Rosaceae, de 295
megabases (Mb) [33]. Les génomes diploides au sein du genre Prunus
sont trés colinéaires et ce dernier peut étre considéré du point de vue

géneétique commune une seule entité [80].

1.1.4.2. Ecologie et phénologie

L’abricotier est espéce dont variétés sont adaptées a des zones de
culture trés étroites [75]. Cette espéce est tres exigeante en froid hivernal
(700 a 1000 heures en dessous de 7,2 °C). Sa floraison survient juste
aprés I'amandier et avant le pécher [71]. Par ailleurs, I'abricotier reste une
espeéce trés vigoureuse et peut se développer dans des climats tempérés
allant des oasis sahariens aux grands lacs canadiens et sous les basses
températures de I'Europe et du Canada et moyennement basses des pays
du Maghreb [87]. Sur le plan pédologique, Prunus armeniaca, posséde un
meilleur développement sur des sols profonds argilo-limoneux bien drainés
sont les plus [81]. Lichou et Jay montrent que Iles variétés
traditionnellement cultivées présentent généralement une aire d'adaptation

pédoclimatique trés limitée [87].

Selon Auclair et al. et Bokenge, le développement phénologique de
I'abricotier passe par 9 stades (de A a | selon le code de Baggiolini)
pendant 72 jours (selon I'échelle BBCH) [62, 63].

1.2. Importance la filiere

1.2.1. Dans le monde

L’arboriculture fruitiere est une filiere qui occupe une place trés
importante, tant que sur le plan social que sur le plan économique. Ce
secteur contribue a I'amélioration des conditions de vie des gens et a
'augmentation de leur revenu par la vente de ses produits [82 et 83]. De

méme, elle participe a l'autosuffisance alimentaire d’'un pays via les fruits
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frais et transformés (Jus, Confitures et Liqueurs) [84], au développement
du secteur agro-industrielle, a la valorisation des zones montagnardes et
de régions a microclimat, a la conservation des sols, ainsi qu’a la
prévention contre les maladies telles que les cancers, le diabéte ou les

maladies cardio-vasculaires [83].

Occupant une place privilégiée au sein des sociétés d’hier et
d’aujourd’hui [85], les agrumes sont considérés comme I'un des principaux
articles de ménage pour plus de 100 pays a travers le monde [28]. En
2013, sa production a atteint 135 millions de tonnes, aprés la banane et les
raisins, suivi de la pomme avec une production de 81 millions de tonnes
dont environ 50% est produit par la Chine [86].Le pécher, quant a lui, est
en premiére position dans la production des fruits a noyaux avec environ
22 millions de tonnes suivi du prunier puis I'abricotier avec seulement 4

millions de tonnes pour 'année 2013 (Tab. 1.1.) [86].



Tableau 1.1. Superficies et productions mondiales en agrumes, en pomme, en abricot et en péche et nectarine selon

la FAO [86]
Surface (ha) Production (Tonne) Grandes zones de productions
Bassin méditerranéen, Etats Unies, Brésil,
A 9678766.34 135761181.42 _ _
grume Mexique et Chine.
Pomme 5217601.39 80822520.63 Chine, Etats Unies, Turkey, Polonie et Iran.
Canada, Kenya, Egypte, Guatemala, Argentine
Péche 1538174.34 21638953.24
et Albanie.
Arménie, Argentine, ltalie, France, Albanie et
Abricot 504319.32 4111076.27

Grece.

27
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1.2.2. En Algérie

En Algérie, la production agricole est dominée par les grandes
cultures, le maraichage, I'arboriculture et la phoeniciculture. Les grandes
cultures s’étalent sur plus de la moitié des superficies cultivées. Tandis
que l'arboriculture et le maraichage représentent respectivement 6,5 %
et 3,5 % soit 30 a 40 % des surfaces en jachere [1, 88]. En 2011, le
volume d’affaires en cette filiere était de 162,24 milliards DA avec une
production nationale de 138,68 milliards DA soit 85,5%. Cependant la
production fruitiere est souvent en fluctuation ce qui peut compromettre

I'arrivée de notre pays a I'autosuffisance alimentaire en matiére de fruits.

En 2014, I'Algérie a consacrée 3 065 544 ha soit 10,62 de S.A.U.
(8,46 Millions ha) pour l'arboriculture fruitiere dont 0,76% pour les
agrumes, 0,57% pour le pommier, 0,55% pour I'abricotier et seulement
0,27% pour le pécher. Comparativement a I'année 2013, la production
des agrumes et de la pomme ont enregistrées des hausses respectives
de 5,20% et 1,48% avec une augmentation infime des vergers
agrumicoles et une régression de la surface des vergers de pommier de
1,62%. Quant aux abricots une grande chute de production de 32,16%
avec une régression des la surface de 0,72% a été notée, faisant de
cette spéculation la plus défaillante pour I'année 2014. Concernant la
péche, une baisse de production de 8,85 a été calculée malgré

'accroissement de ses terrains (1,09%) (Tab. 1.2.) [3].
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Tableau 1.2. Evolution de la surface et la production nationale des agrumes, des pommes, des abricots et des péches en 2014

[3].

2013 2014 Taux d’accroissement (%)
Surface Production Surface Production Surface Production
(ha) (ax) (ha) (ax) (ha) (ax)
Agrumes 64771 12048510 66017 12710030 +0,01 +5,20
Pommier 48064 4559 372 46 830 4628154 -1,63 +1,48
Abricotier 46893 3197836 46553 2169411 -0,72 -32,16

Pécher 23327 1922027 23 590 1751740 +1,09 -8,85
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1.2.3. Contrainte de production

De tout les temps, les plantes cultivées furent atteintes par les maladies
(viroses, bactérioses et mycoses) ou la proie de ravageurs (insectes,
oiseaux, mammiféres rongeurs). Bien que les causes exactes n’aient pas
été parfaitement connues, les dégats causés furent mentionnés déja par
Théophraste (I11° siécle av. J.C.) et Pline I'ancien (I° siécle ap. J.C.). [90].
Actuellement I'impact des maladies et des ravageurs est de plus en plus

important en particulier avec les changements climatiques.

En Algérie, des pertes de production sont enregistrées chaque année
sur les agrumes, la pomme, la péche et I'abricot suite aux attaques des
différents ennemis (Tab. 1.3.). Les récoltes sont compromises tant du point
de vu quantitatif que qualitatif et les dommages infligés aux fruits et a
I'arbre lui-méme peuvent constituer un frein pour le développement de ces
cultures. Cette situation est due, entre autre, a I'absence des traditions

fondées dans le domaine qui se manifestent chez les agricultures [88].

@ Le choix du porte greffe et des variétés en relation avec le milieu
physique.

@ Le mode de conduite (taille, irrigation, fertilisation,....etc.) ne se basant
pas sur les principes scientifiques.

@ Le manque de formation en diagnostic phytosanitaire

@ Le faible niveau de maitrise des techniques et des stratégies de la

protection phytosanitaire.



Tabeau 1.3. Maladies et ravageurs des agrumes, du pommeir, du pécher d’abricotier en Algérie.

Maladies Ravageurs
Psorose. Citrivir psorosis var. vulgaire Cochenilles Parlatoria zizyphus
Ecailleuse Citrivir psorosis var alveatum Lepidizaphes beckii
Alveolaire Citrivir psorosis var. Lepidizaphes gloveri
En poche concavum Pseudococcus citri
wn
E Pucerons Aphis spireacola
S Panachure Citrivir psorosis var rugosum Toxauptera aurantii
E.t Myzus persicae
Trestiza Citrus Tristeza Vitus Aleurades Dra!eumd_es el
Aleurothrixus floccosus
Gommose Phytophtora parasitica Mineuse Phylloccnistis citrella
Colletotrichum . ", .
Anthracnose Gloeoporioides Mouche des fruits  Ceralitis capitata
Tavelure Venturia inaequalis Carpocapse Cydia pomenella
1
Q
E Oidiums Podosphaera leucotricha Mouche des fruits  Ceralitis capitata
E ?
& Pourriture de e < ;
o i ol Botrytis cinerea Zeuzére Zeuzera pyrina
Feu bactérien Erwinia amylovora Cossus-gate bois  Cossus cossus
- Moniliose Monilia laxa/ M. Fructigena Capnode Capnaodis tenebrionis
T
o Cloque du pécher Taphrina deformans Tordeuse orientale Cydia molesta
£ 0
- E Maladie criblée Coryneum beijerinckii Mouche des fruits  Ceratitis capitata
L 'w

Sharka

Plum Pox Virus

Puceron vert

Myzus persicae
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1.3. Dépérissement

1.3.1. Concept de dépérissement

Le dépérissement ou Deiback en anglais est une phase de vie d'un
peuplement mature qui s’exprime par la mort de larbre [91]. Ce
phénomeéne est souvent causé par un ensemble de facteurs biotiques et
abiotiques interagissant et se succédant d’'une maniére spécifique pour
provoquer une altération et une détérioration générale et progressive de la
santé de l'arbre [92, 93, 94, 95 et 96]. Cresswell et al. et Weaver notent
que la détérioration de l'arbre se traduit souvent par sa mort [93 et 94].
Sutton et Crous et al., quant a eux, expliquent que I'atteinte de 'arbre n’est

pas toujours fatale [92 et 96]

Le déclin d’'un arbre est souvent marqué par une mortalité anormale des
feuilles, des bourgeons, des brindilles et des branches, et qui a pour
conséquence la réduction la vitalité [94], qui débute par la mort des
branches situées dans le haut de la cime et progresse vers le bas [91]. Une
fois persistant, le dépérissement induit a la mort isolée des arbres puis
prend de 'ampleur par taches et enfin il devient massif ou généralisé [97].

Sipperstand décrit trois étapes pour ce phénomene [98]:

e ] Dans un premier temps, le dépérissement est marquée par un
desséchement graduel des ramilles ;

] dans un second, l'arbre reste vivant ou moribond avec des
parties mortes ;

d et enfin une mort totale du clone et de ses racines survient et

I'arbre reste sur pied ou tombe.

1.3.2. Facteurs de dépérissement

Les concepts actuels du dépérissement datent des années 60 ou ils ont
été formulés lors de I'étude du dépérissement des feuillus dans le Nord-est
des Etats-Unis [99, 100]. En 1964, Sinclair développa le concept selon
lequel un dépérissement met en jeu un systeme de 3 échelons de facteurs
successifs [101, 102]. Houston évoqua le concept de maladie déclenchée

par un stress. Selon cet auteur, un arbre soumis a un stress répété finit par
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étre endommagé et devient susceptible a l'attaque d'organismes

secondaires, entrainant sa mort [100].

Le processus de dépérissement fait intervenir de multiples causes
biotiques et abiotiques qui agissent en synergie. Cela se traduit pour I'arbre
par une perte de vitalité et des mortalités des organes pérennes (rameaux
et branches) [103]. Le dépérissement et la mortalité des arbres sont
souvent confondus. Ces derniers peuvent étre différenciés par leur
"irréversibilité". Lors du phénoméne de dépérissement, une baisse de
vitalité de l'arbre est observée, mais cela peut revenir a I'état normal. Au
contraire, lorsque la perte de vitalité de I'arbre est trop importante, elle peut
étre irréversible et peut provoquer la mort de I'arbre. Le dépérissement se
différencie aussi de la mortalité dite "réguliere”, cette derniére étant causée
par une trop forte compétition, et par le vieillissement des arbres (Fig.1.1)
[104].

Devant la multitude d'hypothéses énoncées, il est de plus en plus
évident d'admettre que le dépérissement est di0 a un «complexe de
causesy» : la pollution atmosphérique, les accidents climatiques, les
maladies et les pratiques culturales et sylvicoles [105]. D’aprés la spirale
du déclin trois principaux facteurs interviennent dans le processus de

dépérissement.
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Figure 1.1. Spirale de déclin [95].

1.3.2.1. Facteurs prédisposants

Les facteurs prédisposant sont des facteurs contribuant a
I'affaiblissement général de l'arbre [106]. lls interviennent pendant une
longue durée exergant ainsi une action permanente et continue durant une
bonne partie de la vie de l'arbre [107, 108]. Généralement, ils provoquent
des stress de faible intensité [108] et durant cette période la sensibilité de
larbre vers d’autres facteurs s’accroit [109], réduisant ainsi I'habilite de
larbre a se deéfendre [107]. Ces facteurs sont généralement d’ordre
abiotique et sont en relation avec lI'age de l'arbre, des conditions
édaphiques et climatiques [106, 107] et de la pollution atmosphériques
[110].

1.3.2.2. Facteurs déclenchant ou incitant

Ces facteurs impliquent des changements physiologiques et
morphologiques entrainant le dépérissement, ou la mortalité des arbres
prédisposés [104]. lls agissent de fagon trés intense sur une période

relativement courte [106, 108]. Généralement, I'ensemble de ces facteurs
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sont d’ordre biotique ; ravageurs ou de pathogénes primaires [111]. Dans
certains cas, les stress abiotiques intenses, tel que le stress hydrique ; peut

jouer le réle de facteur déclenchant [112]

1.3.2.3. Facteurs aggravants

Ces facteurs accentuent la perturbation et agissent sur des arbres
affaiblis, les empéchant de retrouver leur vitalité initiale, et précipitant ainsi
leur mort [104, 106]. Par exemple, un stress hydrique prolongé, di a
plusieurs années de sécheresse, qui suit 'évenement déclenchant, peut
aggraver I'état sanitaire de l'arbre, tout comme les parasites tel que les

champignons et les scolytes [104].

1.3.3. Les Botryosphaeriaceae et le dépérissement

1.3.3.1. Généralité

La famille de Botryosphaeriaceae compte en elle différents espéces
endophytes, saprophytes ou pathogénes qui se développent en particulier
sur les plantes ligneuses [113]. Généralement les espéces de cette famille
sont des agents pathogenes a développement interne et dont la
pathogénicité n’est apparente que sous des contraintes particuliéres [114].
L’'importance de cette famille releve de sa large distribution a travers le
monde ou elle se développe sous différents climats a I'exception des
régions polaires [113].

Les Bofryosphaeriaceae sont parmi les champignons les plus
communs qui provoquent des maladies sur divers essences forestiéres et
cultivées [115]. Les espéces de cette famille sont reportées sur plus de 100
arbres [116]. Ces champignons ont été signalés sur les branches et les
feuilles des gymnospermes et des angiospermes, les chaumes de
monocotylédones, les tiges herbacées et les feuilles des dicotylédones
[115]. Cependant, le réle écologique des Botryosphaeriaceae reste

toujours méconnu.

1.3.3.2. Mode d'infection et mécanismes de transmission
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Dans la littérature, les scientifiques parlent de deux modes d’infection ;
les blessures et les ouvertures naturelles [127, 128]. Bien que les
blessures soient la principale porte d’entrée des Botryosphaeriaceae,
Smith en 1995 a montré que l'infection des feuilles d’Eucalyptus grandis
par Neofusiccum spp. se réalise a travers les ouvertures stomatiques [127].
Ce qui a été également observé par Michailides sur les feuilles, les rachis
et les pousses du pistachier [128]. Le champignon se développe ainsi a
l'intérieur des tissus masquant tout symptébme apparent de la maladie,

provoquant ainsi une infection latente.

La reproduction des Botryosphaeriaceae est sexuée ou asexuée avec
une production d'ascospores et de conidies respectivement [129]. Les
conidies qui sont les plus frecquemment rencontrées [127] devraient ainsi
étre la principale source d'inoculum [128]. Ces derniéres sont pour la
plupart dispersées par le vent ou dans les éclaboussures de pluie
[114,130, 131].

1.3.3.3. Incidence de la famille des Botryosphaeriaceae

Les espéces botryosphaeriales sont associées a différentes
symptomatologies telles que les chancres et les exsudations de résine, les
taches nécrotiques sur le bois sain, les lésions et les brllures foliaires, la
chute prématurée et la pourriture des fruits [116, 117]. De nos jours,
plusieurs chercheurs mettent le point sur la gravité croissante de cette
famille en particulier a la lumiére des changements climatiques [118, 119].
En outre, des recherches récentes ont lié les espéces de cette famille a
'apparition de nouvelles maladies non connues auparavant [120, 121, 122]

ou a la ré-émergence de maladies déja connues [123].

Plusieurs travaux, traitent le dépérissement du a la famille de
Botryosphaeriaceae. La vigne a eu la plus grande part de ces recherches.
En effet, plus d’'une vingtaine d’espéces de Botryosphaeriaceae sont
reportées comme pathogenes de la vigne, Vitis vinifera [124]. Les especes
de cette famille sont reportées pratiquement dans les vignobles du monde
entier ou elles ont été signalées en lItalie par Mugnai et al. [125], en

Australie par Pascoe et Taylor [126], en en France par Péros et al. [127],
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en Californie par Chiarappa [128] et Urbez-Torres et al., [129], en Turquie
par Erkan [130], en Espagne par Armengol et al. [131], au Portugal par
Phillips [132] et en Algérie par Berraf et Péros [132].

Sur arbres fruitiers [lincidence et la pathologie des especes
botryosphaeriales a été démontré dans différents travaux sur les agrumes
en ltalie [18] et en Californie [20], sur arbres fruitiers a noyau et a pépins en
Afrique du Sud [19, 11, 21] et sur 'amandier en ltalie [133].

A coté du pouvoir pathogenes connu pour les plantes, centaines
espéces de la famille des Botryosphaeriaceae peuvent engendrer des
infections dermiques chez I'nomme tel est le cas pour Lasiodiplodia
theobromae, Macrophomina phaseolina et Neoscytalidium dimidiatum
[124].

1.3.4. Taxonomie et phylogénie

La famille des Botryosphaeriaceae est une des grandes familles du
phylum des Ascomycetes, classe des Dothideomycetes et ordre des
Botryosphaeriales, décrite pour la premiere en 1820 [132]. Elle compte en
elle différents genres décrits par la combinaison des techniques
moléculaires et des descripteurs morphologiques (Fig. 1.2.) [134,135, 136
147]. En 1918, Theissen & Sydow ont décrit trois genres, a savoir:
Botryosphaeria, Phaeobotryon et Dibotryon. D'autres genres ont été inclus
au fil des ans par l'ajout des noms génériques distincts pour les formes

sexuées et asexuées. Actuellement on en compte au moins 78 [107].

Toutefois la taxonomie et la phylogénie des especes des
Botryosphaeriaceae est remise en cause. Durant cette derniere décennie
des recherches portant sur divers aspects des Botryosphaeriaceae ont été
menées. Certains auteurs ont souligné I'importance de cette famille comme
agents pathogénes [133,134]. D’autre ont clarifié les associations hotes
[133, 134, 135]. Tandis que certains scientifiques ont abordés leur
systématique en précisant I'identité ou en déterminant la taxonomie et la
phylogénie des espéces [133, 134, 135]. Des études de phylogénie
relativement récentes ont néanmoins permis d’éclaircir certaines de ces

ambiguités [134, 136] et de différencier plus finement certaines espéces


http://en.wikipedia.org/wiki/Dothideomycetes
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[137]. Beaucoup de ces genres ont été déterminés comme des
synonymes, de nouveaux genres ont été introduits, certains des genres
anciennes ont été ressuscitées et d'autres encore ont été retirés a d'autres
familles [138].



100/100|

Botryosphaeriaceae

N\

100/100

70/75]

10 changes e

Figure 1.2. L'un des 16 arbres les plus parcimonieux aussi obtenus

100/100) D. mutila CBS 112553
ssiw:ig D. mutila CBS 230.30

100/100 — D. rosulata CBS 116470

£4/61 D. rosulata CBS 116472
100/100 D. cupressi CBS 168.87
S D. cupressi CBS 261.85

feD. tsugae CBS 418.64
70/62) D. sapinea CBS 393.84
77/858= D. sapinea CBS 109725
D. scrobiculata CBS 109944
1007100 D. scrobiculata CBS 113423
D. serigta CBS 112555
D. seriata CBS 119049
65/60 100,!100 D. corticola CBS 112549
D. corticola CBS 112546
100/100; N. phoenicum CBS 122528
/781 . phoenicum CBS 169.34
N. subglobosa CBS 448.91
N. palmicola MFLUCC 10-0822
89/100 & N. palmicola MFLUCC 10-0823
80/83 L. pseudotheobromae CBS 447.62
L. pseudotheobromae CBS 116459

55/~

L. theobromae CBS 124.13
L. theobromae CAA 006
L. theobromae CBS 164.96
=72 L. parva CBS 356.59

L. parva CBS 494.78
54/ 001 L. gonubiensis CBS 115812
sooio] [852— | }‘,L gonubiensfcsgcsﬂfliél_isa%ss
a7, . rubropurpurea
—= L. venezuelensis CBS 118739
L. crassispora CBS 110492
100/100* L. crassispora CBS 118741
100/100y S, citrigena ICMP 16812
65/65] 1§, citrigena ICMP 16818
S. eucalypticola MFLUCC 11-0654
o 100/100 S. eucalypticola MFLUCC 11-0579
100/100) S. visci CBS 100163
100/100 -I l 5. visci CBS 186.97
73/719%— 5 porosa CBS 110496
P. mamane CPC 12264
—L|79 B2 ! P. mamane CPC 12440
B. fusca CBS 174.26

100/100r B. fusicoccum MFLUCC 11-0143
99/100 B. fusicoccum MFLUCC 11-0657
95/93 T. graminis CBS 118718
T. tritici CBS 118719

100/100y B, fusispora MFLUCC 10-0098
B. fusispora MFLUCC 11-0507
94/100 B. corticis CBS 119047
B. corticis ATCC 22927
B. dothidea CBS 115476
B. dothidea CBS 110302
B. agaves MFLUCC 10-0051
100/100" B. agaves MFLUCC 11-0125
100/100r M. phaseolina CBS 227.33

I M. phaseolina CBS 162.25
64/58r C. eucalypti MFLUCC 11-0655
1007100} . eucalypti MFLUCC 11-0425

C. mamane CBS 117444
100?%%3 N. dimidiatum CBS 251.49

S. hyalinum CBS 145.78

N. dimidiatum CBS 499.66
QUS-BLD. iberica CBS 115041

74/79

90/91F D. jberica CBS 113188
D. sarmentorum IMI 63581b
" D. sarmentorum CBS 115038
—— Dothiorella sp. CAP 187
D. thailandica MFLUCC 11-0438
D. dulcispinae CBS 130413
Spencermartinsia sp. ICMP 16827
Spencermartinsia sp. ICMP 16828

Spencermartinsia sp. CBS 500.72
Spencermartinsia sp. CBS 117006
S. viticala CBS 117009

100/100~ Spencermartinsia sp. CBS 302.75

100/100r N. parvum CMW 9081
N. parvum CBS 110301

N. arbuti CBS 117090

N. arbuti CBS 116131
N. mangiferum CBS 118531
N. mangiferum CBS 118532
100/100y N. [uteurm CBS 110299
N. luteun CBS 110497

- 1004'100 E. endophytica CBS 120397

E. endophytica CBS 122550
E. microspora CBS 353.97

100/100y P. stromaticum CBS 117449

P. stromaticum CBS 117448

100/100F Melanops tulasnei CBS 116805
100/100 Melanops tulasnei CBS 116806
Melanops sp. CBS 118.39

Saccharata proteae CBS 115206
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Diplodia

Neodeightonia

10071001 L. lignicola MFLUCC 11-0435
L. lignicola MFLUCC 11-0656

Lasiodiplodia

Sphaeropsis

Phaeobotryon
Barriopsis
Botryobambusa

Tiarosporella

Botryosphaeria
Macrophomina

Cophinforma

Neoscytalidium

Dothiorella

Spencermartinsia

Neofusicoccum

Endomelanconiopsis

Pseudofusicoccum

a partir de

l'analyse combinée de 5 loci (SSU, LSU, ITS, EF1 - a et B - tubuline), pour tous les

genres des Botryosphaeriaceae qui sont connus les cultures [107].
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3.5. Lutte contre le dépérissement botryosphaeriale

La variété des sources d’'inoculum et le développement trés lent et non
visible des champignons dans le bois rendent trés compliquée la mise en
ceuvre des méthodes de lutte [10]. La protection chimique contre les
maladies du bois s’est beaucoup concentré sur la protection des plaies de
taille, voie d’entrée d’'un important nombre de champignons pathogénes
lignicoles. Les produits phytosanitaires contenant une ou plusieurs
matiéres actives peuvent étre appliquées soit par badigeonnage ou par

pulvérisation.

Cependant, une gestion efficace de ces maladies est possible par
intégration de stratégies de contréle qui tiennent compte de la sensibilité
des cultivars, les conditions environnementales, la gestion des arbres et les
applications chimiques [141]. Actuellement, les mesures prophylactiques
restent le meilleur moyen de lutte contre ces maladies. Celles-ci peuvent

étres résumés en trois principaux points [142].

@ Diminuer les sources d’inoculum.
& Protéger les plaies de taille ou tailler en période tardive.

@ Limiter le nombre et Ila dimension des plaies de (taille.



41

CHAPITRE II.

METHODOLOGIE

2.1. Site d’étude

2.1.1. Localisation géographique

Notre étude a été entreprise dans deux wilayas, Blida et Alger, choisies
essentiellement pour leur vocation fruitiere. Quatre localités ont été
retenues: Larabaa distantes d’environ 25km du Sud-Est d'Alger et de 34km
du Nord-Est de Blida, Ouled Slama situé a environ 35km au Sud-Est
d'Alger et a environ 27km au nord-est de Blida, Chiffa qui se trouve a
environ 10km a I'ouest de Blida et 55km au sud-ouest d'Alger et Staoueli

(Sidi Frej) qui se trouve a 18km de la capitale (Fig. 2.1.).

““l" “ N
N

Figure 2.1. Localisation géographiques des zones d’étude.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Alger-Centre
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Alger-Centre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Blida
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Nos investigations se sont portées sur quatre espéces fruitieres
réparties dans 5 vergers : 2 vergers d’agrumes et un verger pour chacune
des especes de Rosaceae (pommier: Malus x domestica, abricotier :
Prunus armeniaca et pécher: Prunus persica). L'ensemble des

caractéristique stationnelles sont reportées sur le tableau 2.1.

Tableau 2.1. Caractéristiques stationnelles des sites d’études.

Zone Verger Age D.P. Nbre d’échantillons Organes
Troncs et
Staoueli Agrumes 50 <7 10
rameaux
Troncs et
Chiffa Agrumes 50 X7 10
rameaux
Pommier 15 6x6 20
Larabéaa Rameaux
Abricotier 12 5X4 20
Ouled Slama Pécher 8 5X5 20 Rameaux

D.P. Densité de plantation

2.1.1. Caractéristiques climatiques des régions d’étude

Les régions d’étude sont localisées dans la plaine de la Mitidja qui
bénéficie d’un climat méditerranéen subhumide répondu par ses étés
chauds et secs et ses hivers doux et humides. Le climat de la plaine de la
Mitidja est assez homogene. Généralement, On ne note pas de grands
écarts de température contrairement a la pluviométrie qui présente une

certaine hétérogénéité dans sa répartition spatiale [143].
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2.2. ldentification des agents pathogénes impliqués dans le dépérissement

des arbres fruitiers

2.2.1. Isolement, purification et conservation des Botryosphaeriaceae

2.2.1.1. Préléevement des troncs et rameaux a analyser

Un effectif de 80 troncs et rameaux, présentant les symptémes de
dépérissement, a été prélevé afin de rechercher les espéces de la famille
des Botryosphaeriaceae impliquées dans le processus de déclin des
agrumes, du pommier, de l'abricotier et du pécher. Soit 20 échantillons

pour chacun des arbres fruitiers.

Les nécroses présentes sur les rameaux et les troncs sont décrites
selon la position, la couleur et la texture. Des photos sont ainsi prises et
des buchettes sont alors découpées a la limite du bois nécrosé selon la
méthodologie décrite par Abdullahzadeh et al. [143].

2.2.1.2. Désinfection des blchettes et isolement

La désinfection des buchettes a été réalisée dans des conditions
stériles sous hotte a flux laminaire. Cette opération consiste a mettre les
buchettes dans une solution d’hypochlorite de sodium a 8° pendant 15min

puis procéder a trois ringages successifs avec de 'eau distillée stérile.

Sur du papier buvard, les coupes des buchettes sont rafraichies a
I'aide d’un scalpel stérile ; déposées en nombre de 5 dans des boites de
pétri contenant un milieu culture PDA (Potato Dextrose Agar) et scellées
avec du parafiim. Les boites sont ensuite laissées a une température

ambiante d’environ 25°C.

L’observation des boites se fait quotidiennement. Les champignons qui
se développent sont repiqués sur un milieu PDA dés leur apparition. Les
blchettes encore stériles sont transférées dans d’autres boites avant d’étre

envahies par les champignons en développement.
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Divers agents fongiques se sont développés a partir des nécroses.

Dans notre cas, seules les especes de la famille des Botryosphaeriaceae,

reconnaissables par I'aspect phénotypique du mycélium, sont retenues. Le

tableau 2.2. montre les différentes caractéristiques phénotypiques des

principaux groupes fongiques liées au dépérissement du bois des arbres.

Tableau 2.2. Caractéristiques phénotypiques des agents fongiques

impliqués dans le dépérissement des arbres

Agents fongiques Caractéristiques morphologiques Réf.
-Mycélium a croissance trés lente, d’un aspect
. lisse ressemblant a une culture bactérienne et
Phaeomoniella spp. o A L 145
de couleur vert olivatre (culture agée)
-Chlamydospores bien développés
-Croissance tres lente sur PDA, avec un
. myceélium brun, ramifié, cloisonné présentant
Phaooacremonium - . .
spp. deg gonldlophores. -Présence de.tr.0|s typeg de 146
phialides selon la longueur. -Conidies hyalines,
ellipsoidales et agrégées en masses.
-Mycélium blanc cotonneux a croissance
rapide sur PDA.
. . o, 147,
Eutypa spp. -Pycnides noires globuleuse qui émettent des 148
cirrhes jaunatres contenant des conidies
filiformes, arquées et hyalines.
-Mycélium a croissance rapide de couleur 149
Fomitiporia spp. blanche qui vire trés rapidement jaune a ocre 150’
avec un aspect velouté.
-Mycélium aérien blanchatre a croissance
rapide virant vers le gris au vert foncé sur PDA
avec I'age. 150,
Botryosphaeriaceae -Pycnides noires solitaires ou groupées. 151,
-Grande diversité des conidies qui peuvent 152

étre hyalines ou pigmentées et cloisonnées ou
asptées.




45

La purification de ces champignons a été assurée par une série de
repiquage successif sur le milieu PDA. Les isolats sont ensuite conservés

dans des eppendorfs stériles sous une température de 4°C.

2.2.2. Méthodes d’identification des isolats

L’identification des Botryosphaeriaceae, intervenant dans le
phénomeéne de dépérissement des agrumes, du pommier, de I'abricotier et
pécher, est déterminée sur la base des différents caractéres
phénotypiques et génotypiques. La meéthodologie adoptée dans notre
étude est celle du Laboratoire de Microbiologie de L’université de
Lisboa- Portugal ; reportée sur la figure 2.2. Le séquengage est assuré
par la société STAB Vida, Lda (Oeiras, Portugal).
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Figure 2.2. Schéma des étapes de la caractérisation morphologique et

moléculaire des isolats [13].
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2.2.3. Identification moléculaire des Botryosphaeriaceae

Un total de 35 isolats, purifiés et conservés, ont été envoyés au
Laboratoire de Microbiologie de L’université de Lisboa- Portugal pour
les analyses moléculaires des Botryosphaeriaceae intervenant dans le

phénomeéne de dépérissement des différents arbres fruitiers.

Les différentes étapes d’extraction et de quantification de 'ADN des
isolats ainsi que I'amplification de la région ITS et la purification des
produits de la PCR sont reportées en Annexe II.

2.2.4. Construction des arbres phylogénétiques

2.2.4.1. Traitement des séquences

Une fois les séquences de la région ITS sont réceptionnées de la
société de séquencage STAB Vida, Lda (Oeiras, Portugal), celles-ci sont
lues et édités. Une séquence consensus est faite a partir des séquences
sens "foword" et anti-sens "reverse" en utilisant I'éditeur d'alignement de
séquences BioEdit Version 7.0.9.0 [153]. Les chromatogrammes fournis
ont été vérifiées manuellement et des arrangements de nucléotides a des

positions confuses ont été apportés.

Les séquences obtenues sont ensuite comparées aux séquences
référence des espéces disponibles dans la banque publiqgue GenBank
(NCBI) par un alignement utilisant I'algorithme BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) [154]. Cet algorithme permet de déterminer la
similarité entre deux séquences. Ceci est réalisé en comparant la nouvelle
séquence avec des séquences qui ont déja été signalées et stockées dans
la base de données GenBank. Ce processus est principalement celui qui
utilise la procédure d'alignement afin de découvrir la séquence "like" dans

la base de données.

Aussi, des séquences de références représentant les espéces les plus
pertinentes pour les Botryosphaeriaceae [107], ont été ajoutées a I'analyse.
A cet égard, il sera possible de positionner les espéces nouvellement
isolées parmi celles déja décrites. Les différentes séquences
nucléotidiques de la région ITS sont listées dans les 2.3, 2.4, 2.5 et 2.6.



Tableau 2.3. Numéros d’accession a GenBank et données des espéeces de Lasiodiplodia utilisées pour la reconstruction des
arbres phylogénétiques.

Especes Numéro d’isolat  Origine Plante hote Collecteur Numéros
d’accession
a GenBank
Lasiodiplodia citricola  IRAN 1522C Iran Citrus sp. J.Abdollahzadeh/A. Javadi GU945354
L. gilanensis IRAN 1501C Iran Unknown J Abdollahzadeh/A. Javadi GU945352
L. gilanensis IRAN 1523C Iran Unknown J. Abdollahzadeh/A. Javadi GU945351
L. hormozganensis IRAN 1498C Iran Mangifera indica J.Abdollahzadeh/A. Javadi GU945356
L. hormozganensis IRAN 1500C Iran Olea sp. J.Abdollahzadeh/A. Javadi GU945355
L. plurivora CBS 121103 South Africa  Vitis vinifera F. Halleen AY343482
L. plurivora CBS 120832 South Africa  Prunus salicina U. Damm EF445362
L. iraniensis IRAN 921C Iran Mangifera indica N. Khezrinejad GU945346
L. iraniensis IRAN 1502C Iran Juglans sp. A. Javadi GU945347
L. pseudotheobromae  CBS 374.54 Zaire Coffea sp. Unknown EF622080
L. pseudotheobromae @ CBS447 62 Unknown Citrus aurantium Unknown EF622081
L. venezuelensis WAC 12539 Venezuela A. mangium S. Mohali DQ103547
L. venezuelensis WAC 12540 Venezuela A. mangium S. Mohali DQ103548
L. missouriana UCD2193MO USA Catawba K. Striegler & G.M. Leavitt HQ288225
L. missouriana UCD2199MO USA Catawba K. Striegler & G.M. Leavitt HQ288226
L. viticola UCD2553AR USA Vignoles R.D. Cartwright & W.D. HQ288227
Gubler
L. viticola UCD2604MO USA Chardonel K. Striegler & W.D. Gubler HQ288228
L. gonubiensis CBS 115812 South Africa  Syzygium cordatum D. Pavlic DQ458892
L. gonubiensis CBS 116355 South Africa  Syzygium cordatum D. Pavlic48 AY639594
L. parva CBS 494.78 Colombia Cassava-field soill 0. Rangel EF622084
L. theobromae CBS 289.56 New Guinea Sail-Cloth M.B. Schwartz EF622070
L. theobromae CBS 112874 South Africa  Vitis vinifera F. Halleen EF622075
L. crassispora CMW 13488 Venezuela Eucalyptus urophylla S. Mohali DQ103552
L. rubroporpurea WAC12535 Australia Eucalyptus grandis T.I. Burguess & G. Pegg DQ103553
L. rubroporpurea WAC12536 Australia Eucalyptus grandis T.I. Burguess & G. Pegg DQ103554




Suite Tab. 2.3.

49

Diplodia intermedia CAP 150 Portugal Cydonia sp. S. Santos HMO036528
Diplodia intermedia CAP 330 Bulgaria Pyracantha coccinea S. Bobev GQ923881
Diplodia intermedia CBS112556 Portugal Pyrus communis A.J.L. Phillips

Tableau 2.4. Numéros d’accession a GenBank et données des especes de Neofusicoccum utilisées pour la reconstruction

des arbres phylogénétiques.

Espéce Numéro Origine Plante hote Collecteur Numéro
d’isolat d’accession
a GenBank
ITS
Neofusicoccum parvum CBS 110301 Portugal Vitis vinifera A.J.L. Phillips AY259098
CAP247 Portugal Vitis vinifera A.J.L. Phillips EF638786
CMW 994 New Malus sylvestris G.J. Samuels AF243395
Zealand
Neofusicoccum CBS 123643 South Africa S. cordatum D. Pavlic EU821894
kwambonambiense CBS 123639 South Africa S. cordatum D. Pavlic EU821900
N. australe CBS 119046 Portugal Rubus sp. E. Diogo DQ299244
CAP 252 Italy Olive Unknown EF638777
CAP 221 Italy Olive Unknown EF638773
CMW 9072 Australia Acacia sp. J. Roux AY339260
N. lutea CBS 110299 Portugal Vitis vinifera Unknown AY259091
CMW 9076 New Zeland Malus domestica S.R. Pennycook AY339257
N. mediterraneum CAP 253 Italy Olive Unknown EF638787
CAA 002 USA Pistacia vera T.J. Michailides EU017537
Neofusicoccum vitifusiforme CBS 110887 South Africa Vitis vinifera J. Van Niekerk AY343383
CBS 110880 South Africa Vitis vinifera J. Van Niekerk AY343382
B. dothidea CBS 110302 Portugal Vitis vinifera A.J.L. Phillips AY259092
CBS 115476 Switzerland Prunus sp. B. Slippers AY236949
CAP288 Portugal Vitis vinifera A.J.L. Phillips EF638755
CAP246 Portugal Vitis vinifera A.J.L. Phillips EF638766



Suite Tab. 2.4.
Neofusicoccum umdonicola

Fusicoccum fabicercianum
Botryosphaeria corticis

Fusicoccum ramosum
Fusicoccum atrovirens

Botryosphaeria mamane

Neofusicoccum mangiferum
Neofusicoccum cordaticola

Neofusicoccum ribis

CBS 123645
CBS 123648
CBS 127194
CBS 127193
CBS 119047

CBS 122069
CBS 124934

CBS 124935

CBS 117445
CBS 117446
CBS 118531
CBS 123637
CMW14056
CMW 7772
CMW 7773

South Africa
South Africa
China

China

USA

Australia
South Africa

South Africa

Venezuela
Venezuela
Australia
South Africa
South Africa
USA

USA

cordatum Kosi Bay
cordatum Kosi Bay

Eucalyptus sp.
Eucalyptus sp.
Vaccinium
corymbosum

E. camaldulensis
Pterocarpus
angolensis
Pterocarpus
angolensis
Acacia mangium
Acacia mangium
Mangifera indica
S. cordatum Sabi
S. cordatum Sabi
Ribes sp.

Ribes sp.

D. Pavlic

D. Pavlic

M.J. Windfield
M.J. Wingfield
P.V. Oudemans

T. Burgess
J. Mehl & J. Roux

J. Mehl & J. Roux

S. Mohali

S. Mohali

G.l. Johnson

D. Pavlic

D. Pavlic

B. Slippers & G.
Hudler

B. Slippers & G.
Hudler

EU821904
EU821926
HQ332198
HQ332197
DQ299245

EU144055
FJ888473

FJ888476

EF118046
EF118048
AY615185
EU821922
EU821903
AY236935
AY236936
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Tableau 2.5. Numéros d’accession a GenBank et données des espéeces de Diplodia et Lasiodiplodia utilisées pour la

reconstruction des arbres phylogénétiques.

Espéces Numéro d’isolat  Origine Plante hote Collecteur Numéros
d’accession
a GenBank
ITS
Diplodia mutila CBS 112553 Portugal Vitis vinifera A.J.L. Phillips AY259093
Diplodia mutila CBS 230.30 US.A Phoenix dactylifera L.L. Huillier DQ458886
D. corticola CBS 112547 Spain Qercus ilex M.E. Sanchez AY259110
D. corticola CBS 112549 Portugal Quercus suber A. Alves AY259100
D. seriata CBS 112555 Portugal Vitis vinifera A.J.L. Phillips AY259094
D. seriata CBS 119049 Italy Vitis sp. L. Mugnai DQ458889
D. seriata CAP 220 Italy Olea europaea S. Frisullo EU392294
D. pinea CBS 393.84 Netherlands  Pinus nigra H.A. van der Aa DQ458895
D. pinea CBS 109943 Indonesia Pinus patula M.J. Wingfield DQ458898
D. scrobiculata CBS 109944 Mexico Pinus greggii M.J. Wingfield DQ458899
D. scrobiculata CBS 113423 Mexico Pinus greggii M.J. Wingfield DQ458900
D. cupressi CBS 168.87 Israel Cupressus Z. Solel DQ458893
sempervirens
D. cupressi CBS 261.85 Israel Cupressus Z. Solel DQ458894
sempervirens
Diplodia alatafructa CBS124931 S. Africa Pterocarpus J Mehl & J Roux FJ888460
angolensis
Diplodia alatafructa CBS124932 S. Africa Pterocarpus J Mehl & J Roux FJ888461
angolensis
Diplodia malorum CBS112554 Portugal Malus sylvestris A.J.L. Phillips
Diplodia malorum CAP 266 Portugal Malus sylvestris A.J.L. Phillips GQ923860
Diplodia malorum CAP 265 Portugal Malus sylvestris A.J.L. Phillips GQ923859
Diplodia rosulata CBS116470 Ethiopia Prunus africana A Gure EU430265
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Diplodia rosulata CBS116472 Ethiopia Prunus africana A Gure EU430266
Diplodia africana CBS120835 S. Africa Prunus persica U Damm EF445343
Diplodia africana CBS121104 S. Africa Prunus persica U Damm EF445344
Diplodia olivarum CAP235 Italy Olea europaea S.Frisullo EU392301
Diplodia olivarum CAP 257 Italy Olea europaea S.Frisullo
Diplodia bulgarica CAP 331 Bulgaria Malus sylvestris S. Bobev
Diplodia bulgarica CAP 332 Bulgaria Malus sylvestris S. Bobev
Diplodia tsugae CBS 418.64 Canada Tsuga heterophylla A. Funk DQ458888
Lasiodiplodia citricola  IRAN 1521C Iran Citrus sp. A. Shekari GU945353

Tableau 2.6. Numéros d’accession a GenBank et données des especes de Neoscytalidium utilisées pour la reconstruction

des arbres phylogénétiques.

Especes Numéro d’isolat Origine Plante hote Collecteur Numéros
d’accession
a GenBank
ITS
Ne. dimidiatum WAC 13284 Australia M. indica J. Ray GU172382
CMM 3979 M. Brazil M. indica M.W. Marques JX513637
Ne. novaehollandiae WAC 13275 M.  Australia M. indica a J. Ray GU172400
WAC 13303 Australia M. indica J. Ray GU172398
Ne. hyalium PD104 Portugal FICUS CARICA A.J.L. Phillips GU251107

IRAN 1521C Iran M. indica A. Shekari KF369269




53

2.2.4.2. Alignement des séquences

L’alignement des séquences a été réalisé avec le logiciel ClustalX
1.83 [155]. Il vise a faire correspondre deux bases identiques a un méme
site tout en minimisant les mésappariement (Association de deux bases
différentes). Des modifications manuelles ont été apportées sur les
séquences lorsque cela s’avérait nécessaire. L’alignement joue un rdle trés
important sur la qualité de larbre final, voire plus, la méthode de
construction employée [156]. Les séquences alignées et corrigées
constituent une matrice de caractére ou les lignes correspondent aux

espeéces et les colonnes aux caractéres.

2.2.4.3. Construction des arbres phylogénétiques

Différents arbres phylogénétiques ont été instaurés sur la base des
séquences nucléotidiques des ITS a laide du programme PAUP*
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) vers. 4.0b10 [157]. L'analyse des
séquences des différents genres obtenus a été assurée par deux
meéthodes, la méthode du Neighbour-Joining (NJ) (méthode du plus
proche voisin basée sur la ressemblance globale entre les séquences) et la
méthode de maximum de parcimonie (MP) (méthode basée sur les
caractéres) [158, 159, 160, 161].

Une fois les arbres sont établis, une recherche d’arbres s’approchant
de l'optimal est entamée en utilisant la méthode Tree-Bisection-
Reconnection (TBR) de l'algorithme de réarrangement des branches

(branch swapping).

D'autres paramétres ont été pris en considération lors de la
construction de I'arbre comme lindice de cohérence (IC), l'indice de
rétention (RI) et l'indice d’homoplasie (HI). Les trous (gaps) étant traités
comme des données manquantes. La robustesse des topologies (des
nceuds) de MP est estimée par les procédures de "bootstrap" en utilisant
1000 répétitions (full heuristic search) [162]. La construction de ces arbres
phylogénétiques est réalisée contre un groupe externe (outgroup). Le choix

de l'outgroup est important. Le groupe externe doit étre une séquence
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primitive au groupe étudié et qui ne doit étre ni trop proche (afin
d’augmenter la résolution de l'analyse), ni trop éloignée des autres
séquences. Les taxons outgroups sélectionnés pour l'enracinement des

arbres sont présentés dans le tableau 2.7.

2.2.4.4. Visualisation des arbres phylogénétiques

Tout arbre phylogénétique est visualisé avec le logiciel TreeView quel
que soit la méthode de sa construction [163]. Dans notre étude, I'arbre issu
de la méthode MP est visualisé et les noeuds communs aux deux
méthodes sont indiqués par un astérisque. Seuls les bootstraps d’une

valeur supérieure a 50% sont indiqués.

2.3. Caractérisation morphologique des isolats

Comme indiquée précédemment dans la figure 2.2., I'étude des
espéces de la famille des Botryosphaeriaceae vise a déterminer 'ensemble
de leurs caractéres moléculaires et morphologiques. En complément a
cette étude moléculaire, nous avons procédé a la caractérisation culturale

et morphologique propre a chacune des espéces identifiees.

2.3.1. Caractéres culturaux et aspect morphologigue des colonies

Cette étape consiste a déterminer lI'ensemble des descripteurs
morphologiques apparent a I'ceil nu des espéces cultivées sur le milieu
PDA tel que décrit par Luque et al. [164]; en particulier I'aspect général du
mycélium aérien et sa couleur par l'utilisation des tableaux de codes et des
couleurs de Rayner [165], la régularité des colonies et la présence de

pigmentation dans le milieu.
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Tableau 2.7. Données des especes outgroups utilisées pour la reconstruction des arbres phylogénétiques.

Arbres Genre Especes Numéro d’isolat Numéros d’accession
Phylogénétiques a GenBank
ITS
I Lasidiplodia D. mutila CBS 230.30 DQ458886
D. seriata CBS287.47 CBS287.47
/] Neofusicoccu  Bot .dothidea CBS 110302 AY259092
m B. corticis CBS 119047 DQ299245
i Diplodia L. theobromae CBS287.47 CBS287.47
L. theobromae CBS287.47 CBS287.47
Vi Neoscytalidium Bot .dothidea CBS 110302 AY259092
B. corticis CBS 119047 DQ299245
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2.3.2. Induction de la sporulation sur les brindilles de peuplier

L’étude morpho-taxonomique a été réalisée au laboratoire des
productions animales, Institut des sciences vétérinaires, Blida | afin de
décrire la morphologie des conidiophores, la forme, la pigmentation et le

cloisonnement des conidies.

La sporulation des Botryosphaeriaceae a été réalisée sur des rameaux
de peuplier doublement autoclavés. Ces derniers sont déposés en nombre
de trois dans des boites de Pétri contenant de I'eau gélosée a 2%. Les
boites sont ensuite incubées a une température ambiante d’environ 25°C

sous une photopériode de 8 heures durant 2 a 3 semaines.

Les champignons ne bénéficiant que de peu d’éléments nutritifs vont
ainsi sporuler et développer des pycnides. Ces derniéres sont disséquées
horizontalement et leur contenu est placé sur une lame a laquelle on ajoute
une goutte d’eau stérile ; qu'on laisse sécher a I'air libre, et une goutte
d’acide lactique a 100%. L’ensemble est couvert part une lamelle et
visualisé sous un microscope optique muni d'un appareil a photo

« Olympus BH2 ».

2.4. Pathogénicité des espéces identifiées

2.4.1. Prélévement et préparation des boutures

Le test de pathogénicité a été réalisé sur 120 boutures
asymptomatiques de 'année, de 1 a 2cm de diamétre et de 25 a 30cm de
longueurs. Ces boutures proviennent des différents vergers d’agrumes, de

pommier, d’abricotier et de pécher

Aprés prélévement, les rameaux sont désinfectes avec de I'éthanol a
70% et scellés avec du parafiim des deux extrémités afin réduire la perte

en eau et d’éviter leur dessiccation.

2.4.2. Inoculations des champignons

A T'aide d'un scalpel stérile, des incisions sont réalisées dans la partie

médiane entre deux entre nceuds de chaque bouture. Ces derniéres sont
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inoculées par des disques mycéliens des isolats déja utilisés pour

I'identification moléculaire. Dix répétitions par isolats ont été effectuées.

Les zones d’inoculation sont ensuite enroulées dans du coton imbibé
d’eau stérile et couvertes avec du parafilm afin de maintenir des conditions

d’humidité adéquates.

A fin de s’assurer de l'indemnité des boutures, des témoins ont été

également inoculés avec seulement le milieu PDA.

2.4.3. Mesure des nécroses, ré-isolement et identification des agents

pathogénes

Aprés 30 jours, les boutures contaminées ainsi que les témoins sont
écorceés et les nécroses résultantes de la colonisation du bois sains par les
champignons sont mesurées. La moyenne, la déviation standard et la

longueur maximale et minimale des décolorations sont déterminées.

Les agents pathogénes sont ensuite réisolés et identifiés sur du milieu
PDA. La méthode utilisée est celle décrite pour [lisolement des
champignons pathogénes.



CHAPITRE III.

RESULTATS

3.1. Diagnostic sur le terrain

3.1.1. Description des symptbmes externes
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Les investigations entreprises au niveau des divers vergers ont permis de

noter la présence de différents symptomes de dépérissement. Le déclin

des arbres peut étre partiel ou total. |l a été aussi constaté une absence

totale d’arbres qui ont été arrachés suite a un dépérissement brutal

(Fig.3.1).

3.1.2. Description des symptdmes internes du bois des arbres fruitiers

L’observation de 80 troncs et rameaux prélevés pour lisolement des

agents fongiques a permis de distinguer 9 types de nécroses de couleurs,

de texture et de position différentes. Celles-ci sont décrites dans le tableau

3.1.

Tableau 3.1. Description des différents types de nécroses.

Nécrose Couleur Consistance Position
A (NCTC) Marron clair Tendre Centrale
B (NBDC) Brune a noire Dure Centrale
C (NBMC) Brune a noire Molle Centrale
D (NCDC) Marron clair Dure Centrale
E (NBDS) Brune a noire Dure Sectorielle
F (NCDS) Marron clair Dure Sectorielle
G (NCFS) Marron clair Friable Sectorielle
H (NCTS) Marron clair Tendre Sectorielle

Points noirs

Marron a noire




t

épérissemen

z

D

t

z

épérissemen

z

D

partiel

total

Arbre arraché

59

Agrumes Pommier Pécher

Figure 3.1. Symptémes externes liés au dépérissement des vergers.

Abricotier
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3.2. Dénombrement des différents types de nécrose

Le dénombrement des différents types de nécrose a mis en évidence
145 nécroses, dont 54 sur les agrumes, 30 sur le pommier, 31 sur le
pécher et 30 sur I'abricotier (Tab. 3.2.).

L’analyse du tableau montre que les nécroses centrales, brunes et
dures (NBDC) et claires et tendres (NCTC), et les nécroses sectorielles
brunes et dures (NBDS) sont les plus dominantes avec des valeurs
respectives de 34, 35 et 38. Les autres types de nécroses sont observés a
des effectifs beaucoup moins importants avec des nombres respectifs de 9,
8, 7, 4 et 2 pour les nécroses claires et tendres en position sectorielle
(NCTS), brunes et molles en position centrale (NBMC), claires et dures en
position sectorielle (NCDS), claires et dures en position centrale (NCDC) et

claires et friables en position sectorielle (NCFS).

Les points noirs (PN) sont apercus dans 6 cas sur le pommier et

I'abricotier uniquement.

Tableau 3.2. Dénombrement des différents types de nécroses.

Agrumes Pommier Pécher Abricotier Total
Nécrose Staoueli Chiffall
A (NCTC) 10 9 0 8 7 34
B (NBDC) 13 5 12 5 0 35
C (NBMC) 0 9 0 0 0 9
D (NCDC) 0 0 2 1 1 4
E (NBDS) 0 0 11 15 12 38
F (NCDS) 0 0 0 7 9
G (NCFS) 0 0 2 0 0 2
H (NCTS) 0 8 0 0 0 8
P.N. 0 0 3 0 3 6
TOTAL 23 31 30 31 30 145
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2.1.1. Sur agrumes

Sur un total de 54 nécroses décrites sur le bois dépérissant des
agrumes, la nécrose centrale, quelle soit claire ou brune, tendre ou dure
est la plus dominante, avec des fréquences de 35,19% et 33.33% pour les
nécroses claires et tendres (NCTC) (Fig. 3.3. a et b) et brunes et dures
(NBDC) (Fig. 3.1. c et d), respectivement.

Les nécroses claires et tendres en position sectorielle (NCTS) (Fig. 3.3.
e) et brunes et molles en position centrale (NBMC) (Fig. 3.3. f) sont
décrites sur les arbres en provenance de la région de Chiffa uniquement

avec des taux respectifs de 16,67% et 14,81%.

Tableau 3.3. Fréquences des différents types de nécrose sur les agrumes.

Staoueli Chiffal Total Fréq. (%)
Nécrose A (NCTC) 10 9 19 35,19
Nécrose B (NBDC) 13 5 18 33,33
Nécrose H (NCTS) 0 9 9 16,67
Nécrose C (NBMC) 0 8 8 14,81
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Figure 3.2. Symptémes associés a la maladie du tronc sur agrumes : a et b. Nécrose claire et tendre en position centrale ;
c et d. Nécrose brune et dure en position centrale ; e. Nécrose claire et tendre en position sectorielle et f. Nécrose brune et molle en position

centrale.
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3.1.2. Sur pommier

L’observation des coupes réalisées sur le pommier a dévoilé la

présence de 30 nécroses (Tab. 3.3.).

Sur le total, les nécroses brunes et dures sont les plus dominantes,
quelles soient en position centrale (NBDC) (Fig. 3.3. a et b) ou sectorielle
(NBDS) (Fig. 3.3. c et d) avec un taux de 80% contre seulement 13,34%
pour les nécroses claires et dures centrales (NCDC) (Fig. 3.3. e) et claires
et friables sectorielles (NCFS) (Fig. 3.3. f).

Les points noirs sont observés uniquement sur deux rameaux soit a un
taux de 6,67% (Fig. 3.3. i)

Tableau 3.4. Fréquences des différents types de nécrose sur le pommier.

~ Nombre  Fréquence (%)
Nécrose B (NBDC) 12 40
Nécrose E (NBDS) 12 40
Nécrose D (NCDC) 2 6,67
Nécrose G (NCFS) 2 6,67
PN 2 6,67

Total 30
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Figure 3.3. Symptémes associés a la maladie du tronc sur pommier : a et b. Nécrose brunes et dures en position centrale ;
c et d. Nécrose brunes et dures en position sectorielle ; e. Nécrose claire et dure en position centrale ; f. Nécrose claire et friable

en position sectorielle ; i. Points noirs.
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3.1.3. Sur pécher

L’observation des 20 rameaux de pécher a permis de distinguer 31

nécroses reparties en 5 principaux types (Tab. 3.5.).

3/4 des nécroses observées sont représentées par des nécroses
brunes et dures dont 48,39% sont sectorielles (NBDS) (Fig. 3.4. a et b) et
25,81% sont centrales (NBDC) (Fig. 3.4. c). Les nécroses claires et
tendres en position centrale (NCTC) sont observées en nombre de 5 soit
un taux de 16,13% (Fig. 3.4. d).

Les nécroses claires et dures sont les moins décrites avec un taux de
6,45% pour les nécroses centrales (NCDC) (Fig. 3.4. e) et 3,23% pour les
nécroses sectorielles (NCDS) (Fig. 3.4. e).

Tableau 3.5. Fréquences des différents types de nécrose sur le pécher.

Nombre Fréquence (%)
Nécrose E (NBDS) 15 48,39
Nécrose B (NBDC) 8 25,81
Nécrose A (NCTC) 5 16,13
Nécrose D (NCDC) 2 6,45
Nécrose F (NCDS) 1 3,23

Total 31
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Figure 3.4. Symptémes associés a la maladie du tronc sur pécher : a et b. Nécrose brune et dure en position sectorielle ;
c. Nécrose brune et dure en position centrale ; d. Nécrose claire et tendre en position centrale ; e. Nécrose claire et dure en
position centrale et f. Nécrose claire et dure en position sectorielle.
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3.1.4. Abricotier

Avec un total de 30 nécroses, I'abricotier a montré trois types de
uniquement : centrale claire et tendre (NCTC), centrale brune et dure
(NBDC) et sectorielle claire et dure (NCDS) (Tab. 3.6.).

L’analyse du tableau 3.5. montre une dominance totale des nécroses
centrales avec un taux de 44,5% pour les nécroses brunes et dures
(NBDC) (Fig. 3.5. a, b et c) et 24,14% pour les nécroses claires et tendres
(Fig. 3.5 d) (NCTC). Les nécroses sectorielles claires et dures (NCDS) sont

observées a un taux de 20,69% soit en nombre de 6 (Fig. 3.5. e).

Des points nécrotiques noirs (PN) sont également apergus sur 4 arbres

échantillonnés soit un pourcentage de 13,79% (Fig. 3.5. ).

Tableau 3.6. Fréquences des différents types de nécrose sur 'abricotier.

Nombre Fréquence (%)
Nécrose E (NBDC) 13 44,83
Nécrose A (NCTC) 7 24,14
Nécrose F (NCDS) 6 20,69
Points noirs (PN) 4 13,79

Total 30




Figure 3.5. Symptémes associés a la maladie du tronc sur abricotier : a et b. Nécrose brune et dure en position centrale ;

c et d. Necrose claire et tendre en position centrale ; e. Nécrose claire et dure en position sectorielle ; i. Points noirs.

68
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3.3. Agents pathogénes impliqués dans le dépérissement

3.3.1. Fréquences d’isolement des agents fongiques

Les résultats de I'observation des différents agents fongiques sont reportés sur
le tableau 3.7.

Au total, 168 isolats repartis en 5 principaux groupes, sont isolés a partir des
145 nécroses soit a partir de 1450 buchettes, dont 57 sur le pécher, 44 sur les
agrumes, 38 sur le pommier et 32 sur 'abricotier. L'analyse du tableau montre
que la famille des Botryosphaeriaceae renferme le plus grand nombre d’isolats
avec un total de 98 soit un taux de 58,33%, suivi par les espéces du genre
Fomitiporia avec 44 isolats soit 26,19%. Eutypa spp., Biscogniauxia spp.,
Phaeoacremonium spp. et Phaeomoniella spp. sont les moins fréquentes avec
des taux respectifs de 7,14%, 4,17%, 3,57% et 0,60%.

Tableau 3.7. Nombre et fréquence des agents fongiques isolés

“Agents fongiques ~ Agrume Pommier Pécher Abricotier Total Fréq.%

Botryosphaeriaceae 30 24 21 23 98 58,33
Fomitiporia spp. 8 8 26 2 44 26,19
Phaeoacremonium 5 4 0 0 6 3,57
spp.
Eutypa spp. 0 0 3 7 10 7,14
Biscogniauxia spp. 0 2 7 0 9 4,17
Phaeomoniella spp. 1 0 0 0 1 0,60
Total 41 38 57 32 168

3.3.2. Fréquence d’isolément des Botryosphaeriaceae

La fréquence d’isolement des Botryosphaeriaceae sur les différents arbres

fruitier est reportée sur le tableau 3.8.

Sur les 98 isolats, les agrumes renferment le plus grands nombre avec un
taux de 30,61% suivi par le pommier avec 24,49%, le pécher avec 23,47% puis

I'abricotier avec 21,43%.
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Tableau 3.8. Dénombrement des Botryosphaeriaceae isolés a partir des

différents arbres fruitiers.

Nbre d’isolats Fréquence (%)
Agrumes 30 30,61
Pommier 24 24,49
Pécher 23 23,47
Abricotier 21 21,43
Total 98

3.4. Identification des espéces

3.4.1. Identification de Lasiodiplodia sp.

3.4.1.1. Caractérisation moléculaire des isolats Lasiodiplodia sp.

L’alignement des séquences des ITS du genre Lasiodiplodia a regroupé 52
taxa, reparti entre les 9 isolats de cette étude (annexe Ill) et 43 récupérés de la
banque des génes GenBank, ajoutées aux deux espéces Outgroup : D. mutila et
D. seriata. Dans cet alignement, les 491 caractéres se repartissent entre 407

constants, 14 variables et peu informatifs et 70 informatifs.

L’analyse phylogénétique a produit 52 arbres de parcimonie maximum (MP)
avec une longueur de pas de 119, parmi lesquels un est choisi (Fig.3.6). Celui-ci
posséde un indice de cohérence (Cl) de 0.832, un indice de rétention (RI) de
0.908 et un indice d’homoplasie (HI) de 0.168. La topologie des arbres résultant
des analyses de maximum de parcimonie (MP) et Neighbour joining (NJ) était

similaire.

Les isolats de cette étude se repartissent en deux espéces. 6 isolats sont
regroupés avec l'espéce L. citricola soutenues avec un support bootstrap de 99%
(NJ) 100% (MP). 3 taxa sont regroupés avec I'espéce L. mediterranea avec un
support bootstrap de 99% (NJ)/ 99% (MP).
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3.4.1.2. Caractéres phénotypiques de Lasiodiplodia sp.

Les stromas du genre Lasiodiplodia, formées aprés 2 a 3 semaines sur les
brindilles de peuplier, sont globuleux, solitaires et des fois regroupés. lls sont de
couleur grise au départ et deviennent plus foncés a maturité (Fig. 3.7. a).

Les conidies sont ovoides, a paroi épaisse, apex et base arrondie,
initialement hyalines et aseptées, devenant plus brunes et cloisonnées avec des

stries longitudinales avec 'age (Fig. 3.7. b).

Les colonies ont un mycélium aérien abondant. Celles-ci ont un
développement trés rapide. Elles sont de couleur blanche au départ, qui vire le
Dull Green (27”’m) a partir du centre aprés une semaine d’inoculation a 25°C (Fig.
3.7. ¢).

Figure 3.7 Lasiodiplodia sp. a. Stroma sur rameau de peuplier ;

b. Cellules conidiogenes et c. Colonie dgée sur milieu PDA.
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3.4.2. Identification de Neofusicoccum sp.

3.4.2.1. Caractérisation moléculaire des isolats Neofusicoccum sp.

L’alignement des séquences des ITS de Neofusicoccum regroupent un
ensemble de 70 taxa, distribués entres les 18 isolats de I'étude et 52 isolats
récuperes de la banque des génes GenBank. A cet ensemble, deux séquences
outgroup sont ajoutées, Bot. dothidea et.B. corticis. Les 72 séquences alignées
renferment 487 caracteres, parmi lesquels 380 sont constants, 33 sont variables
et peu informatifs et 74 sont informatifs de la phylogénie.

Sur les 326 arbres établis par le maximum de parcimonie (MP), un, ayant 178
de pas, est choisi et reporté sur la figure 3.8. Ce dernier a un indice de
cohérence (CIl) de 0.708, un indice de rétention (RI) de 0.892 et un indice
d’homoplasie (HI) de 0.292.

Deux espéces se configurent sur l'arbre. N. algeriense avec 12 isolats
soutenus avec le rapport de 100 % MP et 99 % NJ et N. parvum avec 6 soutenus
par le rapport de Bootstrap 78% de MP et 95% de NJ.
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3.4.2.2. Caractérisation phénotypique des isolats Neofusicoccum sp.

Les espéces du genre Neofusicoccum développent des pycnides solitaires,
globuleuses, recouvertes d’'un mycélium de couleur grise claire, qui se disposent
superficiellement sur le tissu de I'héte (Fig. 3.9. a). Les conidies produites sont
hyalines a paroi mince, non cloisonnées, lisses, fusiformes a ellipsoidale avec un
apex obtus ou tronqué a base arrondie. A maturité, Les conidies prennent une
couleur brune claire et développent 1 ou 2 cloisons (Fig. 3.9. b).

Les colonies sur PDA ont une croissance trés rapide. Elles sont d'abord
blanches avec un mycélium aérien abondant qui devient Olivaceous Grey (8”i)

aprés une semaine d’incubation a une température de 25°C pendent une
semaine (Fig. 3.9. c).
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Figure 3.9. Neofusicoccum sp. : a. Stroma sur rameau de peuplier ;

b. Cellules conidiogenes et c. Colonie dgée sur milieu PDA.
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3.4.3. Identification de Diplodia sp.

3.4.3.1. Caractérisation moléculaire des isolats Diplodia sp.

Les séquences des génes des ITS des 6 isolats (annexe V) ont été
combinées et alignées avec les séquences de 35 taxa récupérés de la banque
des genes GenBank et les 2 taxa du outgroup des L. theobromae. L’alignement
se constitue de 506 caracteres, dont 390 sont constants, 6 variables et peu

informatifs. Tandis que 110 sont informatifs de pour la phylogénie.

L’analyse phylogénétique combinée a donné 69 arbres de maximum de
parcimonie ayant une longueur de 228 pas, un indice de cohérence (Cl) de
0.737, un indice de rétention (RI) de 0.904 et un indice d’homoplasie (HI) 0.263.

Un des 434 arbres issus de la méthode MP est reporté sur la figure 3.10. Les
6 isolats de cette étude forment un clade bien soutenu avec Diplodia sp., avec

support bootstrap (99%) pour les deux analyses (NJ et MP).
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3.4.3.2. Caractérisation phénotypique des isolats Neofusicoccum sp.

Sur les brindilles de peuplier, Diplodia sp. développe des stromas conidiféres
isolés et dépourvus de mycélium. lls sont de couleur brune foncée a noire et a
paroi épaisse. Une fois mires, elles prennent souvent une forme globuleuse,
percée a son sommet d'un ostiole qui s’ouvre vers l'extérieur en libérant les
conidies (Fig. 3.11. a). Celles-ci étant de forme ovoide et aseptée. Au début, elles
sont hyalines puis elles virent trés rapidement vers le marron foncé avec I'age
(Fig. 3.11. b).

Sur PDA, les colonies de Diplodia sp. ont une croissance trés rapide. Le
mycélium est cotonneux avec un pourtour régulier. Sa couleur est blanche au
départ, qui devient Leaden Grey (45””) puis Dark Mouse Grey (13"’k) aprés
deux semaine d’incubation a 25°C (Fig. 3.11. c).

Figure 3.11. Diplodia sp. : a. Stroma sur rameau de peuplier ;

b. Cellules conidiogénes et c. Colonie agée sur milieu PDA.
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3.4.4. ldentification de Neoscytalidium sp.

3.4.4.1. Caractérisation moléculaire des isolats Neoscytalidium sp.

L’alignement des séquences ITS renferme 8 taxa du genre Neoscytalidium
dont 2 isolats de cette étude (annexe) et 6 récupérés de GenBank. Deux isolats
outgroup, Bot. dothidea et.B. corticis, sont ajoutés. Cet alignement comparent
376 caractéres, dont 340 sont constants, 8 sont variables et peu informatifs pour

la phylogénie et 28 informatifs pour I'analyse.

L’analyse phylogénétique des ITS a produit un arbre de maximum de
parcimonie avec une longueur de 37 pas, un indice de cohérence (Cl) de 1.000,
un indice de rétention (RI) de 1.000 et un indice d’homoplasie (HI) de 0.000.

Un des arbres issu de I'analyse de MP est présenté dans la figure 3.12. Les
deux isolats obtenus dans cette étude forment un groupe en clade bien soutenu
avec l'espéce Ne. dimidiatum, avec un fort support bootstrap (100%) pour les

deux analyses (NJ et MP).
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3.4.4.2. Caractérisation phénotypique des isolats Neoscytalidium sp.

Neoscytalidium dimidiatum est une espéce qui développe des pycnides
globuleuses, noires et solitaires, dépourvues de myceélium sur les rameaux ainsi
que sur le milieu PDA aprés 3 semaines (Fig. 3.13. a). A maturité, les pycnide
libérent des spores hyalines ou brunes sous forme des arthroconidies uni ou

bicellulaire rectangulaires ou en forme tonnelet (Fig. 3.13. b).

Les colonies sont couvertes d’'un mycélium arien dense gris a noir d’aspect
cotonneux. Initialement, les colonies sont de couleur blanc-grisatre qui vire
graduellement vers Dark Mouse Grey (13"”k) les cotes inverse et avers des boite
Pétrie (Fig. 3.13. d).

Figure 3.13. Neoscytalidium dimidiatum : a. Stroma sur milieu PAD ;

b et c. Cellules conidiogenes et d. Colonie agée sur milieu PDA.
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3.5. Dénombrement et répartition des espéces

3.5.1. Fréquence d’isolement des espéces

Les fréquences des isolements des différentes espéces de la famille des

Botryosphaeriaceae sont reportées sur le tableau 3.9.

L’analyse du tableau dévoile une dominance des espéces du genre
Neofusicoccum avec 51 isolats, dont 29 appartiennent a I'espéce N. algeriense
et 22 isolats a I'espece N. parvum. Celles-ci étant reportées seulement chez les

Rosaceae (pommier, pécher et abricotier).

Les especes du genre Lasiodiplodia sont isolées uniquement a partir des
agrumes. Elles se trouvent en deuxiéme position avec un total de 30 isolats,

repartis entre L. mediterranea avec 12 isolats et L. citricola avec 18 isolats.
Diplodia sp. est aussi associée aux Rosaceae représentée par 15 isolats.

Neoscytalidium dimidiatum reste la moins fréquente ou elle est reportée sur

le pommier uniquement avec seulement deux isolats.

Tableau 3.9. Fréquence des agents fongiques

(1]
o o g
i~ © 7] 8 S
e ) S § 3 . R
43 <2 — % 22 29 25
S 3 > Q q E
T T
g
Agrumes 12 18 0 0 0 0
Pommier 0 0 13 9 6 2
Pécher 0 0 9 7 5 0
Abricotier 0 0 7 6 4 0
Total 12 18 29 22 15 2
Taux (%) 12,24 18,37 29,59 22,45 15,31 2,04
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3.5.2. Répartition des espéces selon le type de nécrose

L’analyse de la figure 3.14. montre que les espéces de la famille des
Botryosphaeriaceae sont associées a une symptomatologie trés riche
représentée par 9 types de nécrose. Toutes les espéces ont été isolées a partir
de différent type de nécrose, a I'exception de Ne. dimidiatum, isolée uniquement

des points noirs.

Cette figure fait ressentir régalement que les nécroses brunes et dures (en
position centrale et sectorielle) (NBDC et NBDS) sont communes aux cing
espéces : L. mediterranea, L. citricola, N. algeriense, N. parvum et Diplodia sp. .

Sur les Rosaceae, les nécroses claires en position centrale (dures et tendres)
(NCDC et NCTC) ont permis d’isoler N. algeriense, N. parvum et Diplodia sp. et
les nécroses claire et dure en position sectorielle (NCDS) ont donné les deux
espéces du genre Neofusicoccum. Tandis que la nécrose du type claire et friable
en position sectorielle (NCFS) reste spécifique a N. parvum sur le pommier et les

points noirs a Diplodia sp. sur abricotier.

Sur les agrumes, L.citricola et L. mediterranea sont également isolées a partir
des nécroses claires et tendres en position sectorielle (NCTS) pendant que L.
citricola a été également isolées a partir de la nécrose brune et molle en position
centrale (NBMC).

En revanche, la figure 3.14 montre clairement que la majorité des isolats sont

obtenus a partir des nécroses centrales.
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Figure 3.14. Répatrtition des especes fongiques selon le type de nécrose.

3.5.3. Distribution spatiale

La figure 3.15 représente la distribution spatiale des espéces des
Botryosphaeriaceae isolées a partir des agrumes de Staoueli et Chiffa, du

pommier et d’abricotier de la région de Larabada et du pécher de la région de
Ouled Slama.

N. algeriense, N. parvum et Diplodia sp. connaissent la plus large distribution
ou elles sont collectées dans deux localités, Larabaa et Ouled Slama, sur les trois
especes arboricoles, a savoir : le pommier, le pécher et I'abricotier ; suivi par L.
citricola et L. mediterranea, isolées des agrumes de la région de Staoueli et
Chiffa. Ne. dimidiatum, pour sa part, montre la réparation la moins importante ou

elle se trouve dans le verger du pommier de la région de Larabaa.
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Figure 3.15. Carte de répatrtition des différentes especes de Botryosphaeriaceae a travers les régions d’étude.
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3.6. Test de pathogénicité

3.6.1. Mensuration des nécroses

L’examen de pathogénicité entrepris sur les agrumes, le pommier, le
pécher et I'abricotier montre des décolorations vasculaires avec une
croissance mycelienne dans les deux sens a partir du point d’'inoculation du
champignon sur la majorité des boutures, a I'exception du témoin. Les
longueurs moyennes des nécroses montrent des valeurs variables selon

'espéece fongique et I'arbre héte.

3.6.1.1. Sur les agrumes

Sur les agrumes, L. mediterranea se montre plus virulente avec une
longueur moyenne des lésions de 4,14cm. L. citricola dévoile des nécroses

moins importantes de 3,11cm (Fig.3.16.).
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Figure 3.16. Mensuration et décoloration sur les boutures des agrumes

a. L. mediterranea et b. L. citricola.

3.6.1.2. Sur les Rosaceae

Sur les Rosaceae, N. parvum provoque les nécroses les plus
importantes avec 4,68cm sur le pommier, 5,98cm sur le pécher et 4,85cm
sur labricotier. Suivi par N. algeriense qui engendre des nécroses
moyennes de 3,83 cm, 4,52cm et 3,66 cm respectivement sur pommier, le
pécher et I'abricotier. Diplodia sp. , quant a elle, montre les nécroses les
moins importantes avec des longueurs moyennes de 3,39cm sur le

pommier, 3,82cm sur le pécher et 2,64cm sur I'abricotier (Fig3.17).
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Ne. dimidiatum provoque des nécroses de 2,33cm sur le pommier.
Toutefois on note une sensibilité plus marquée du pécher et de I'abricotier

comparativement au pommier.
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Figure 3.17. Mensuration et décoloration sur les boutures des Rosaceae : A. pommier,

-

B. pécher et C. abricotier.



3.6.2. Ré-isolement des agents pathogénes

Les résultats du ré-isolement des différentes espéces a partir des
boutures inoculées par les diverses espéces fongiques, montrent des taux
trés élevés allant de 73 a 100% (Tab.10). Le taux de ré-isolement le moins
important est observé chez Diplodia sp. et ceci sur les trois especes de la

famille des Rosaceae.

Tableau 3.10. Fréquence de ré-isolement des especes.

Inoculum Fréquence de ré-isolement (%)
L. citricola 100
Agrumes
L. mediterranea 100
N. algeriense 100
N. Parvum 97
Pommier
Diplodia sp. 77
Ne. Dimidiatum 97
N. algeriense 100
Abricotier N. Parvum 100
Diplodia sp. 90
N. algeriense 100
Pécher N. Parvum 100
Diplodia sp. 73
Témoin PDA 0
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CHAPITRE VI.

DISCUSSION

4.1. Symptomatologie

Les observations réalisées pendant la période de I'échantillonnage ont
divulgué [l'existence d'un dépérissement au niveau des vergers des
agrumes, de pommier, de pécher de I'abricotier de la plaine de la Mitidja,
qui se manifeste par une mort partielle ou totale des arbres. Dans certains
cas, une absence des arbres est notée et cela suite a I'arrachage des
sujets complétement dépéris. Les mémes observations sont reportées par
Mansouri sur les agrumes de la région de Chiffa [166], par Berraf-Tebbal
dans les vignobles de El Hadjout [13] et Kermia dans les vergers de pécher
de la région de Tipaza [167].

Les coupes transversales effectuées au niveau des troncs et rameaux
des agrumes et Rosaceae, collectés, montrent un développement de 9
différents types de nécroses sur bois interne de ces arbres. Celles-ci sont
identiques a celles décrites par Van Neiker et al. [168], Bruez [9] et Berraf-
Tebbal sur la vigne [13], par Cloete sur le pommier et le poirier [21], par
Mensouri sur les agrumes [16] et par Kermia sur le pécher [166]. Différents
types de nécroses sont observeés a la fois sur les mémes coupes réalisées
pour un méme tronc ou rameau. Berraf-Tebbal explique ce phénomeéne par

la coexistence de différentes maladies chez un méme sujet [13].

Sur 'ensemble des échantillons examinés, les nécroses en position
centrale sont les plus rencontrées. Ce résultat corrobore avec les résultats
de Cloete sur la vigne, le pommier et le poirier [169] et Larignon et Dubos
[170], Péros et al. [171] et Mugnai et al. sur la vigne[172].
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4.2. ldentification des espéces de Botryosphaeriaceae impliqués dans le

dépérissement

A partir des nécroses des troncs et rameaux en voie de dépérissement,
plusieurs espéces fongiques ont été isolées. Ainsi, une collection de 168
isolats, repartis en 5 groupes, Botryosphaeriaceae, Fomitiporia spp.,
Phaeoacremonium spp., Eutypa spp., Biscogniauxia spp. et Phaeomoniella
spp., a été établie. Cette microflore est identique a celles déja décrites en
Algérie [12 et 13] et en Europe [170, 171 et 138].

Sur I'ensemble des isolats, I'action des espéces de la famille des
Botryosphaeriaceae est la plus importante avec un taux d’isolement de
58,33%, ce qui corrobore aux résultats de Cloete qui a isolé différentes
especes de la famille des Botryosphaeriaceae, dont 56% des isolats sont
D. seriata [169]. Berraf-Tebbal, quant a elle, a isolé moins d’espéces de
Botryosphaeriaceae avec un taux de 52% [13]. Le méme résultat a été
rapporté par Linaldeddu et al. en Italie qui a isolé 113 champignons dont 48

seulement sont des Botryosphaeriaceae [16].

Le séquencgage des ITS de 35 d’isolats a permis d’ériger quatre arbres
phylogénétiques qui correspondent a quatre différents genres appartenant
a la famille des Botryosphaeriaceae. Les isolats de cette étude sont
groupés en clades bien soutenus avec des especes de référence
récupérées dans la banque publigue GenBank (NCBI). Les analyses
phylogénétiques combinées aux criteres et morphologiques ont mis en
évidence l'implication de 6 espéces de la famille des Botryosphaeriaceae a
savoir : Lasiodiplodia mediterranea, Lasiodiplodia citricola, Neofusicoccum
algeriense, N. parvum, Diplodia sp. et Neoscytalidium dimidiatum. Celles-ci
étant décrites pour la premiére fois par Berraf-Tebbal sur la vigne [13].
Selon une étude récente de la phylogénie des Botryosphaeriaceae sur les
arbres fruitiers a noyaux et a pépins en Afrique du Sud, six espéces ont été
identifiée par Slippers et al., a savoir, N. ribis, N. parvum, N. australe,
Botryosphaeria dothidea, D. mutila et D. seriata [110]. Damm et al. ont
isolé huit espéces de Botryospheriaceae sur différents arbres fruitiers en

Afrique du Sud, y compris D. seriata, D. pinea, D. mutila, Dothiorella
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viticola, N. australe, N. vitifusiforme, D. africana et L. plurivora [19]. En
2010, Cloete a identifiee quatre espéces seulement a savoir: N.
vitifusiforme, N. australe, D. seriata, D. pyricolum sur la vigne, le pommier
et le poirier. Berraf-Tebbal en 2014 a pu isoler 6 espéces: Diplodia
seriata, Lasiodiplodia sp., N. parvum, N. australe, N. mediterraneum et
Botryosphaeria dothidea [14].

Lasiodiplodia mediterranea associée aux agrumes uniquement est
isolé avec un taux de 12,24%. Cette espéce, nouvellement décrite, a été
rapportée pour la premiére sur la vigne par Serra et Deidda sur le chéne
vert par Linaldeddu en ltalie et sur 'oranger par Berraf-Tebbal en Algérie
[16]. En Italie, I'action de cette espéce demeure plus au moins importante
ou elle été isolée dans un seul vignoble en nombre de 7 sur un total de 48
isolats [16]. Lasiodiplodia citricola, montre une action plus importante sur
les agrumes avec un taux d’isolement de 18,37%. Cette espéce,
nouvellement décrite également, a été identifie en 2009 par Abdollahzadeh
dans les vergers des Citrus en lIran avec 2 isolats sur un total de 185
repartis entre la famille des Botryosphaeriaceae et Diaporthaceae [139]. En
2011 par Chen et al ont obtenu 2 isolats de cette espéce sur les 159
champignons isoles a partir des plantations de Eucalyptus sp. dans le Sud
de la Chine [159]. Ces deux auteurs montrent une action beaucoup moins

importante de cette espéce.

Sur les Rosaceae, N. algeriense est 'espéce la plus fréquente avec un
taux d’isolement de 29,54%. Cette espéce décrite pour la premiére fois par

Berraf-Tebbal et al. sur la vigne avec 4 isolats sur un total de 67 [14].

N. parvum montre une action moins importante ou elle est isolée a un
pourcentage de 22,45%. Gramaje et al. ont signalé la présence de cette
espéce sur 'amandier en Espagne avec 13 souches sur un total de 37
isolats et un taux de 54,80% [132]. En Algérie, cette espéce a été reportée
sur la vigne par Berraf-Tebbal avec un taux de 54,8% [13]. Néanmoins,
Slippers et al. jugent que cette espéce est la plus commune chez les

arbres fruitiers a papins et a noyaux a I'’échelle mondiale [110] et Gramaje
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et al. la considérent comme une des causes les plus courantes de la

pourriture du bois des Rosaceae [132].

La faible incidence de Diplodia sp. (23,47%), comparativement aux
deux espéces du genre Neofusicoccum, corrobore aux résultats de
Gramaje et al. qui ont isolée uniquement 4 souches de Diplodia seriata sur
'amandier [132] et de Berraf-Tebbal qui a eu 39 isolats sur la vigne [13]. Le
méme résultat est, également, obtenu par Inderbitzin sur 'amandier en
Californie [173]. En revanche, Damm et al., montrent une action plus
importante de Diplodia seriata sur l'abricot, la néctarine, la péche et la
prune japonaise en Afrique du Sud [19]. Ce champignon a également été
I'espéce la plus dominante sur arbres fruitiers a noyau et a pépins en
Afrique du Sud avec 90% des isolats collectés sur une période de 5 ans
par Slippers et al. [110] et par Cloete et coll. sur le pommier et le prunier
avec 56% isolats [21]. Diplodia seriata est connu pour se produire sur une
large gamme d'hétes [174] et de provoquer des maladies graves chez
certaines plantes hoétes. Son association au dépérissement a été déja
connue depuis longtemps ou Britton et Hendrix I'ont signalé comme la
pomme et la péche [176]. Farr et al. figurent 264 hbtes sous son ancien

nom de Botryosphaeria obtusa [177].

L’'incidence de Neoscytalidium dimidiatum se révéle la moins
importante avec seulement deux isolats. Cette espéce dont Ia
systématique est révisée par Crows et al. a été isolé de divers substrats y
compris le sol, la peau humaine et les ongles [133]. Comme elle est
connue comme un agent pathogéne des plantes [174 et 133]. En plus,
cette espece été rapporté pour causer la maladie du chancre sur Citrus
sinensis [18], Mangifera indica [178] et Hylocereus undatus et H. polyrhizus
a Taiwan [179].

5.3. pathologie des espéces

Le test de pathogénicité révéle une grande variation des longueurs des
|ésions entre les espéces et entre les hotes et également au profil des

espéces qui pourraient étre considérées comme saprophytes. Cette
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variation peut indiquer des différences dans I'héte, qui rendent certaines
espéces fongiques plus adaptées aux conditions de certains hotes.
Comme elle peut étre expliquée par le fait que certaines especes auraient
besoin d'un temps plus long pour obtenir des résultats plus concluants, ou
encore par une aberration individuelle des boutures utilisées ou par des
erreurs lors du test, bien que cette méthode a été utilisée par plusieurs
chercheurs [168, 96]. Toutes fois, ces résultats devraient étre considérés
comme indicatif de pathogénicité potentiel des espéces identifiees [169].

Sur les agrumes, L. mediterranea se montre comme l'espéce la plus
pathogene ou elle développe des nécroses plus importantes aprés 4
semaines d’inoculation. Cette espece donne des nécroses moyennes de
10,3+3cm apreés 12 jours d’inoculation sur jeune sarments et de 8,1+1,8cm
aprés 50 jours sur des sujets agés de la vigne [16]. Tandis que sur le
chéne vert, cette espece engendre des nécroses moyennes de 8,3+2,7
[16]. Par ailleurs, L. citricola qui provoque les nécroses les moins
importantes. Cette espéce se montre comme I'espéce la plus pathogene
sur le noyer avec des longueurs de 86mm, 132,5mm et 196mm
respectivement sur les cultivars de Chandler, Tulare et Vina [170]. Chen et
al. quant a eux ont mensures des nécroses de d’environ 150mm avec une
sensibilité accrue pour le cultivar de Vina aprés 3 semaine d’inoculation du

champignon sur des sarments de deux ans [159].

Sur la famille des Rosaceae, N. parvum se montre comme I'espéce la
plus pathogéne ce qui confirme les résultats obtenus par Mohammedi lors
de I'étude du pouvoir pathogéne de N. parvum et D. seriata sur 10 cultivars
de la vigne et différents arbre fruitiers et forestiers. Comparativement, N.
parvum se montre plus virulent sur le pécher que le pommier et I'abricotier
ce qui est conforme aux résultats de Mohammedi et al. qui ont mensuré
des nécroses moyennes respectives de 20,35mm, 20mm et 18,50mm
aprés 4 mois de d’inoculation du champignon [59]. D. seriata, quant a elle,
montre une sensibilité des especes de Rosaceae a pépins. Ces résultats
concordent a ceux de Cloete qui a mesure les plus grandes nécroses sur le

pommier avec 11,87mm comparativement au pécher et I'abricotier avec
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des longueurs moyenne respective de 40,75mm et 3,12mm et aux résultats
de qui a montré une sensibilité des pousses du pommier comparativement

celle du poirier [169].

Ne. dimidiatum, rapporté sur le pommier se montre plus pathogéne que
D. seriata. Chen et al. a reporté les méme résultats sur trois cultivars de
noyer. L’étude menée par ces chercheurs a révélé des nécroses plus
importantes de N. parvum et N. dimidiatum avec des longueurs moyennes
respectives de 130mm et 50mm [159]. En 2011. Polizzi et al. ont
démontrée que des nécroses apparaissent sur les plants de Citrus apres 2
semaines d’inoculation des champignons avec une mort total aprés 6

semaines [18].
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES

Les observations faites sur terrain ont révélé une présence certaine
d’'un dépérissement au niveau des 5 vergers prospectés. Celui-ci se
manifeste par une mort partielle ou totale des arbres ou une absence de

certains arbres suite a leurs arrachages.

Une collection de 145 isolats est issue des différentes Iésions
vasculaires, observées sur les 80 troncs et rameaux examinés par une
meéthode d’isolement appropries, dont 98 appartenant a la famille des
Botryosphaeriaceae soit un taux de 58,33%. A fin de bien différencier les
différentes espéces de la famille des Botfryosphaeriaceae, une
caractérisation moléculaire et morphologique des isolats a été entrepris.
Les analyses phylogénétiques, aprés un séquencage des geénes des ITS,
et phénotypiques ont ainsi révélé la présence de 6 espéces reparties en 4
genres a savoir: Lasiodiplodia mediterranea, Lasiodiplodia citricola,
Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum algeriense, Diplodia sp. et
Neoscytalidium dimidiatum. Sur les 98 isolats, les deux espéces du genre
Neofusicoccum sont les plus dominantes avec 29 isolats de N. algeriense
et 22 de N. parvum. Celles-ci sont associées aux trois espéces des
Rosaceae, pommier, pécher et abricotier. Tandis que les espéces du genre
Lasiodiplodia, associée aux agrumes sont isolées en nombre de 30 isolats
dont 12 appartiennent a I'espece L. citricola et 18 isolats a I'espéce L.
mediterranea. Neoscytalidium dimidiatum, reportée en nombre de 2, est

associée au pommier.

La distribution spatiale des 5 espéces montre une large répartition de
N. algeriense, N. parvum et Diplodia sp. ou elles se trouvent dans deux
localités, Larabaa et Ouled Slama, sur le pommier, le pécher et I'abricotier.

Les deux espéces du genre Lasiodiplodia, isolées sur les agrumes, sont
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reportées sur les deux régions de Staoueli et Chiffa. Tandis que Ne.
dimidiatum se localise dans la région de Larabaa.

L’essai de pathogénicité a dévoilé une grande variation des longueurs
des nécroses sur les boutures testées. Les nécroses engendrées par L.
mediterranea sur les agrumes et N. parvum sur le pommier, le pécher
étaient significativement les plus importantes avec des longueurs
respectives de 4,14cm, 4,68cm, 5,98 et 4,85cm. Toute fois les fréquences
de ré-isolement indiquent que toutes les espéces colonisent les tissus de la

plante héte ainsi elles lui sont pathogénes.

Devant la gravite croissante des déclins auquel sont confrontés les
vergers des arbres fruitiers en Algérie, il est nécessaire de mettre en place
des enquétes permettant d'évaluer l'impact des dépérissements, en
particulier ce qui sont liées aux espéces da la famille des
Botryosphaeriaceae. Pour cela, il est recommandé d’élargir la zone de
'étude de maniére a explorer plusieurs vergers et a viser diverses
espéces. Cela permettra d’avoir un plus grand nombre d’échantillons, et
afin de mieux placer les espéces dans leur contexte taxonomique, il est
recommandé de séquencer d’autres génes, tels que les génes des facteurs
d’élongation ainsi que les B- tubulines qui permettent une meilleure

discrimination des espéces des Botryosphaeriaceae.

Il est encore trés nécessaire de mettre en place un systéme de lutte
contre ces especes ou les méthodes prophylactiques consistantes a la
protection des plaies de taille et la diminution des sources des inocula sont
les plus utilisées. La présence de souches (bactériennes et fongiques)
antagoniste de ces espéces ouvre une nouvelle perspective pour un

traitement plus efficace contre ces espéces.
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Appendice
Annexe |

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

e Infusion from potatoes 200g
e Bacto dextrose 20g

e Bacto agar 159

Mode opératoire

e 39 g/ litre d’eau distillée
e Remuer jusqu’a dissolution totale Stériliser a 121 -124°C, pendant

15 mn



Annexe |l

Méthode d’identification des isolats

98

Extraction de 'ADN selon la Santos et Phillips (2009).

Evaluation quantitative et qualitative de ’ADN par le NanoDrop ND-

1000. 1,8 <D0O260/D0O280 < 2.

Amplification de la région ITS (Internal Transcribed Spacer)

o Conditions d’amplification des ITS

Etapes Tempéeratures Durees Mombre de cycles
Pré-dénaturation 95°C 5 secondes

Dénaturation 94°C 1 minute

Amplification 52°C 30 secondes 40 cycles
Elongation T2z | minute

Elongation finale 1270 10 minutes
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Annexe Il

Lasiodiplodia sp.

>BA 3a

AAGGATCATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTCCAAACTCCAGTCAGT
AAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CGCTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

>BA 15

AAGGATCATTAcCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTTCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTA
AACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

>BA 18

AAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTTCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTA
AACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

>BA 14

AAGGATCATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTCCAAACTCCAGTCAGT
AAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CGCTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

>BA9

AAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTTCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTA
AACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

>BA 12a



100

AAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTTCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGGT
AAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

>BA 13

AAGGATCATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTCCAAACTCCAGTCAGT
AAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CGCTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

>BA 40

AAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTTCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTA
AACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

>BA 12

AAGGATCATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAAC
GTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTTCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTA
AACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCT
CACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTA
GAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTT
TTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA
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Neofusicoccum sp.

>BA 105M

CCGTGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG
ATCATTACCGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACC
TCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCA
GCGCCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACA
AGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
AACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACC
TCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACG
GCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTTGAATT

>BA 96

CCGTGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG
ATCATTACCGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACC
TCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCA
GCGCCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACA
AGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
AACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACC
TCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACG
GCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCG

>BA 101

TGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTACCGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCT
GTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGAGGGGCTGGCCAGCG
CCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTT
AATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACC
CTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCCCCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGG
CGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGT
CGCCCGCCGGACGAACCTTTGAATTATTCTCA

>BA 102

GTNAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAC
CGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGC
TTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGAGGGGCTGGCCAGCGCCCGC
CAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAA
ACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAA
GCTCTGCTTGGTATTGGGCCCCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGT
GGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCC
CGCCGGACGAACCTTTGAATTATTC
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>BA 99

TGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTACCGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCT
GTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCG
CCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTT
AATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACC
CTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGG
CGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGT
CGCCCGCCGGACGAACCTTTGAATTANTCTCAAGGTGACCTCG

>BA 112

TGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTACCGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCT
GTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGAGGGGCTGGCCAGCG
CCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTT
AATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACC
CTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCCCCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGG
CGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGT
CGCCCGCCGGACGAACCTTTGAATTATTTCTCAAGGTGACCTCG

>BA 236

AAAAAAAAAGGGGTGGAGAAAAAAAAAATTGTAAAAAGAAAAAAAAAAATGG
GGGGGGAAAAAAAAAAGGGTGAAAAAAAGAAAAAAAAAACGGGGGGAAGAAAAA
AAAAGGGGGAAAAAGGGAAAAAAAAAAGGGGGGTTTGAAAAAAAAAAAAATGTGT
AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGATTCGAGCTC
CGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTC
CTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCATAAAACT
CCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATT
CCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGG
CTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGT
AGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTTGAA
TTATTTCTCAAGGTGACCTCGATCAGGTAGGAACCCCC

>BA 255

TGAAGGAAAAAAAAGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGGTTGAAGTTAAA
AAGTGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGA
TTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGG
GCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGAC
CATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCT
TGGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCITG
CCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACG
AACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGTACCACC
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>BA 256

AAGAAAAAAAAGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGGTTGGAATTAAAAAA
GTTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGATTC
GAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCC
GCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCAT
AAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTT
GGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGT
ATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTC
AAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACGAAC
CTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGGGAACCCCCCC

>BA 250

GAGGAAAAAAAAGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGGGGTTGGAAGTAAAAA
AGCTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGATT
CGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGC
CGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCA
TAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCT
TGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGG
TATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCT
CAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACGAA
CCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGGAACCCCCCC

>BA 238

GGAGGAAAAAAAAGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGGTGGAAGTAAAAA
ATCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGAT
TCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGG
CCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGAGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACC
ATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTT
GGTATTGGGCCCCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTG
CCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACG
AACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGACCCCCCCC

> BA 266

GAAGGAAAAAAAAGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGGTTGAAGTTAAAA
AGTGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGAT
TCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGG
CCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACC
ATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTT
GGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTG
CCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACG
AACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGGACCCCCCC
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>BA 251

GGAAAGAAAAAAACGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGATGGAAGTAAAA
GTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGAT
TCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGG
CCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACC
ATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTT
GGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTG
CCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACG
AACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGACCCCCCCC

>BA 275

TGGAGGAAGAAAAGGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGGTTGAAAGTAAA
AAATGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTTGATT
CGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGC
CGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCA
TAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCT
TGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGG
TATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCT
CAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACGAA
CCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGACCCCCCC

> BA 240

AAAGAAAAAAAAGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGATTGAAGTTAAAAA
GTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGAT
TCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGG
CCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGAGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACC
ATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTT
GGTATTGGGCCCCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTG
CCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACG
AACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGGACCCCCCC

>BA 233

GTGGAGGAAAAAAAAGTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGGTTGGAAGTAA
AAAGTTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGA
TTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGG
GCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGAGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGAC
CATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCT
TGGTATTGGGCCCCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTIT
GCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGAC
GAACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGGACCCCCC
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>BA 234

GGCCTATATAATCAGTCTTCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGGCGATGGAAGTAA
AAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTG
ATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCG
GGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGA
CCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGC
TTGGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTT
GCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGAC
GAACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGACCCCCCCC

>BA 229

GGGGGAGGAAGTAAACGCCGTAACAAGGTAAGCAGAACTGCCGATGGAAGTAA
AAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTG
ATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCG
GGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGA
CCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGC
TTGGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTT
GCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGAC
GAACCTTTGAATTATTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGACCCCCC
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Annexe V

Diplodia sp.

>BA 95

TGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGAATCTCCCACCCTTTGTGAACATACCTCTGT
TGCTTTGGCGGCTCTTTGCCGCGAGGAGGCCCTCGCGGGCCCCCCCGCGCGCTTTCTG
CCAGAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTAAACGTCGACGTCTGATAAACAAGTTAATA
AACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCA
AGCTCTGCTTGGTATTGGGCGCCGTCCTCTCTGCGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCG
GTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGT
CGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTCTCAAGGTGACTCG

>BA 100

TGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGAATCTCCCACCCTTTGTGAACATACCTCTGT
TGCTTTGGCGGCTCTTTGCCGCGAGGAGGCCCTCGCGGGCCCCCCCGCGCGCTTTCTG
CCAGAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTAAACGTCGACGTCTGATAAACAAGTTAATA
AACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCA
AGCTCTGCTTGGTATTGGGCGCCGTCCTCTCTGCGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCG
GTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGT
CGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTCTCAAGGTTGACCTCGATCAGTAGAC

> BA 86

TGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGAATCTCCCACCCTTTGTGAACATACCTCTGT
TGCTTTGGCGGCTCTTTGCCGCGAGGAGGCCCTCGCGGGCCCCCCCGCGCGCTTTCCG
CCAGAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTAAACGTCGACGTCTGATAAACAAGTTAATA
AACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCA
AGCTCTGCTTGGTATTGGGCGCCGTCCTCTCTGCGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCG
GTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGT
CGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGAC

> BA 98

CCGTTGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG
ATCATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGAATCTCCCACCCTTTGTGAACATACCTC
TGTTGCTTTGGCGGCTCTTTGCCGCGAGGAGGCCCTCGCGGGCCCCCCCGCGCGCTTT
CTGCCAGAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTAAACGTCGACGTCTGATAAACAAGTTA
ATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACC
CTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCGCCGTCCTCTCTGCGGACGCGCCTTAAAGACCTC
GGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTG
GCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGGA
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>BA 97

CGTGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGA
TCATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGAATCTCCCACCCTTTGTGAACATACCTCT
GTTGCTTTGGCGGCTCTTTGCCGCGAGGAGGCCCTCGCGGGCCCCCCCGCGCGCTTTC
CGCCAGAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTAAACGTCGACGTCTGATAAACAAGTTAA
TAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCT
CAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCGCCGTCCTCTCTGCGGACGCGCCTTAAAGACCTCGG
CGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGC
GTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTGACCTCGATCAGTAGA

>BA 91

CCGTGGAAGTAAAAGTCGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGG
ATCATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGAATCTCCCACCCTTTGTGAACATACCTC
TGTTGCTTTGGCGGCTCTTTGCCGCGAGGAGGCCCTCGCGGGCCCCCCCGCGCGCTTT
CTGCCAGAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTAAACGTCGACGTCTGATAAACAAGTTA
ATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACC
CTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCGCCGTCCTCTCTGCGGACGCGCCTTAAAGACCTC
GGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTG
GCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGATCAGTAG
ACCCC
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Annexe VI

Neoscytalidium sp.

>BA 89

CCGCCCTCCGTCCGGGGGGTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCATCAAACTCCGG
TCAGTGAACGTTGCCGTCTGAAAAACAATCAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGA
GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGCACC
GCCCTTCCGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCGAGCGTAG
TAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGCCGCCCGCCGGACGAACCTTTTGAAC
TTCTCAAGGTGAC

>BA 92

CCGCCCTCCGTCCGGGGGGTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCATCAAACTCCGG
TCAGTGAACGTTGCCGTCTGAAAAACAATCAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGA
GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGCACC
GCCCTTCCGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCGAGCGTAG
TAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGCCGCCCGCCGGACGAACCTTTTGAAC
TTCTCAAGGTGAC



Annexe VII

NCTS. Nécrose claire et tendre en position sectorielle.
NCFS. Nécrose claire friable en position sectorielle.
NCDS. Nécrose claire et dure en position sectorielle.
NBDC. Nécrose brune et dure en position centrale.

NCDC. Nécrose claire et dure en position centrale.

NBMC. Nécrose brune et en molle en position centrale.

NBDS. Nécrose brune et dure en position sectorielle.
NCTC. Nécrose claire et tendre en position centrale.
PN. Points noirs

D.P. Densité de plantation

NJ. Neighbour-Joining

MP. Maximum de parcimonie

TBR. Tree-Bisection-Reconnection

IC. Indice de cohérence

RI. Indice de rétention

HI. Indice d’homoplasie
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	Des points nécrotiques noirs (PN) sont également aperçus sur 4 arbres échantillonnés soit un pourcentage de 13,79% (Fig. 3.5. i).

	Tableau 3.6. Fréquences des différents types de nécrose sur l’abricotier.

	3.3. Agents pathogènes impliqués dans le dépérissement 

	Les résultats de l’observation des différents agents fongiques sont reportés sur le tableau 3.7. 

	Au total, 168 isolats repartis en 5 principaux groupes, sont isolés à partir des 145 nécroses soit à partir de 1450 buchettes, dont 57 sur le pêcher, 44 sur les agrumes, 38 sur le pommier et 32 sur l’abricotier. L’analyse du tableau montre que la famille des Botryosphaeriaceae renferme le plus grand nombre d’isolats avec un total de 98 soit un taux de 58,33%, suivi par les espèces du genre Fomitiporia avec 44 isolats soit 26,19%. Eutypa spp., Biscogniauxia spp., Phaeoacremonium spp. et Phaeomoniella spp. sont les moins fréquentes avec des taux respectifs de 7,14%, 4,17%, 3,57% et 0,60%.

	Tableau 3.7. Nombre et fréquence des agents fongiques isolés

	La fréquence d’isolement des Botryosphaeriaceae sur les différents arbres fruitier est reportée sur le tableau 3.8.

	Sur les 98 isolats, les agrumes renferment le plus grands nombre avec un taux de 30,61% suivi par le pommier avec 24,49%, le pêcher avec 23,47% puis l’abricotier avec 21,43%.

	Tableau 3.8. Dénombrement des Botryosphaeriaceae isolés à partir des différents arbres fruitiers. 

	3.4. Identification des espèces 

	3.4.1. Identification de Lasiodiplodia sp. 

	3.4.1.1. Caractérisation moléculaire des isolats Lasiodiplodia sp.

	3.4.2. Identification de Neofusicoccum sp. 

	3.4.2.1. Caractérisation moléculaire des isolats Neofusicoccum sp. 

	3.4.3. Identification de Diplodia sp. 

	3.4.3.1. Caractérisation moléculaire des isolats Diplodia  sp. 

	3.4.4. Identification de Neoscytalidium sp. 

	3.4.4.1. Caractérisation moléculaire des isolats Neoscytalidium sp. 

	3.4.4.2. Caractérisation phénotypique des isolats Neoscytalidium sp. 

	Neoscytalidium dimidiatum est une espèce qui développe des pycnides globuleuses, noires et solitaires, dépourvues de mycélium sur les rameaux ainsi que sur le milieu PDA après 3 semaines (Fig. 3.13. a). A maturité, les pycnide libèrent des spores hyalines ou brunes sous forme des arthroconidies uni ou bicellulaire rectangulaires ou en forme tonnelet (Fig. 3.13. b).

	Les colonies sont couvertes d’un mycélium arien dense gris à noir d’aspect cotonneux. Initialement, les colonies sont de couleur blanc-grisâtre qui vire graduellement vers Dark Mouse Grey (13’’’’’k) les cotes inverse et avers des boite Pétrie (Fig. 3.13. d).
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	3.5. Dénombrement et répartition des espèces 

	3.5.1. Fréquence d’isolement des espèces 

	Les fréquences des isolements des différentes espèces de la famille des Botryosphaeriaceae sont reportées sur le tableau 3.9.

	L’analyse du tableau dévoile une dominance des espèces du genre Neofusicoccum avec 51 isolats, dont 29 appartiennent à l’espèce  N. algeriense et 22 isolats à l’espèce N. parvum. Celles-ci étant reportées seulement chez les Rosaceae (pommier, pêcher et abricotier). 

	Les espèces du genre Lasiodiplodia sont isolées uniquement à partir des agrumes. Elles se trouvent en deuxième position avec un total de 30 isolats, repartis entre L. mediterranea avec 12 isolats et L. citricola avec 18 isolats.

	Diplodia sp. est aussi associée aux Rosaceae représentée par 15 isolats. 

	Neoscytalidium dimidiatum reste la moins fréquente où elle est reportée sur le pommier uniquement avec seulement deux isolats.

	Tableau 3.9. Fréquence des agents fongiques

	L’analyse de la figure 3.14. montre que les espèces de la famille des Botryosphaeriaceae sont associées à une symptomatologie très riche représentée par 9 types de nécrose. Toutes les espèces ont été isolées à partir de différent type de nécrose, à l’exception de Ne. dimidiatum, isolée uniquement des points noirs.

	Cette figure fait ressentir régalement que les nécroses brunes et dures (en position centrale et sectorielle) (NBDC et NBDS) sont communes aux cinq espèces : L. mediterranea, L. citricola, N. algeriense, N. parvum et Diplodia sp. .

	Sur les Rosaceae, les nécroses claires en position centrale (dures et tendres) (NCDC et NCTC) ont permis d’isoler N. algeriense, N. parvum et Diplodia sp.  et les nécroses claire et dure en position sectorielle (NCDS) ont donné les deux espèces du genre Neofusicoccum. Tandis que la nécrose du type claire et friable en position sectorielle (NCFS) reste spécifique à N. parvum sur le pommier et les points noirs à Diplodia sp.  sur abricotier. 

	Sur les agrumes, L.citricola et L. mediterranea sont également isolées à partir des nécroses claires et tendres en position sectorielle (NCTS) pendant que L. citricola  a été également isolées à partir de la nécrose brune et molle en position centrale (NBMC).

	En revanche, la figure 3.14 montre clairement que la majorité des isolats sont obtenus à partir des nécroses centrales.
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	               Figure 3.14. Répartition des espèces fongiques selon le type de nécrose. 

	3.5.3. Distribution spatiale 

	La figure 3.15 représente la distribution spatiale des espèces des Botryosphaeriaceae isolées à partir des agrumes de Staoueli et Chiffa, du pommier et d’abricotier de la région de Larabâa et du pêcher de la région de Ouled Slama. 

	N. algeriense, N. parvum et Diplodia sp.  connaissent la plus large distribution où elles sont collectées dans deux localités, Larabâa et Ouled Slama, sur les trois espèces arboricoles, à savoir : le pommier, le pêcher et l’abricotier ; suivi par L. citricola et L. mediterranea, isolées des agrumes de la région de Staoueli et Chiffa. Ne. dimidiatum, pour sa part, montre la réparation la moins importante où elle se trouve dans le verger du pommier de la région de Larabâa. 

	3.6. Test de pathogénicité

	3.6.1. Mensuration des nécroses 

	L’examen de pathogénicité entrepris sur les agrumes, le pommier, le pêcher et l’abricotier montre des décolorations vasculaires avec une croissance mycélienne dans les deux sens à partir du point d’inoculation du champignon sur la majorité des boutures, à l’exception du témoin. Les longueurs moyennes des nécroses montrent des valeurs variables selon l’espèce fongique et l’arbre hôte.

	3.6.1.1. Sur les agrumes 

	Sur les agrumes, L. mediterranea se montre plus virulente avec une longueur moyenne des lésions de 4,14cm. L. citricola dévoile des nécroses moins importantes de 3,11cm (Fig.3.16.).
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	Figure 3.16. Mensuration et décoloration sur les boutures des agrumes  a. L. mediterranea et b. L. citricola.

	3.6.1.2. Sur les Rosaceae 

	Sur les Rosaceae, N. parvum provoque les nécroses les plus importantes avec 4,68cm sur le pommier, 5,98cm sur le pêcher et 4,85cm sur l’abricotier. Suivi par N. algeriense qui engendre des nécroses moyennes de 3,83 cm, 4,52cm et 3,66 cm respectivement sur pommier, le pêcher et l’abricotier. Diplodia sp. , quant à elle, montre les nécroses les moins importantes avec des longueurs moyennes de 3,39cm sur le pommier, 3,82cm sur le pêcher et 2,64cm sur l’abricotier (Fig3.17). 

	Ne. dimidiatum provoque des nécroses de 2,33cm sur le pommier. Toutefois on note une sensibilité plus marquée du pêcher et de l’abricotier comparativement au pommier. 

	�

	Figure 3.17. Mensuration et décoloration sur les boutures des Rosaceae : A. pommier, B. pêcher et C. abricotier.

	3.6.2. Ré-isolement des agents pathogènes

	Les résultats du ré-isolement des différentes espèces à partir des boutures inoculées par les diverses espèces fongiques, montrent des taux très élevés allant de 73 à 100% (Tab.10). Le taux de ré-isolement le moins important est observé chez Diplodia sp. et ceci sur les trois espèces de la famille des Rosaceae. 

	Tableau 3.10. Fréquence de ré-isolement des espèces.  

	Les observations faites sur terrain ont révélé une présence certaine d’un dépérissement au niveau des 5 vergers prospectés. Celui-ci se manifeste par une mort partielle ou totale des arbres ou une absence de certains arbres suite à leurs arrachages. 

	Une collection de 145 isolats est issue des différentes lésions vasculaires, observées sur les 80 troncs et rameaux examinés par une méthode d’isolement appropries, dont 98 appartenant à la famille des Botryosphaeriaceae soit un taux de 58,33%. A fin de bien différencier les différentes espèces de la famille des Botryosphaeriaceae, une caractérisation moléculaire et morphologique des isolats  a été entrepris. Les analyses phylogénétiques, après un séquençage des gènes des ITS, et phénotypiques ont ainsi révélé la présence de 6 espèces reparties en 4 genres à savoir : Lasiodiplodia mediterranea, Lasiodiplodia citricola, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum algeriense, Diplodia sp. et Neoscytalidium dimidiatum. Sur les 98 isolats, les deux espèces du genre Neofusicoccum sont les plus dominantes avec 29 isolats de N. algeriense et 22 de N. parvum. Celles-ci sont associées aux trois espèces des Rosaceae, pommier, pêcher et abricotier. Tandis que les espèces du genre Lasiodiplodia, associée aux agrumes sont isolées en nombre de 30 isolats dont 12 appartiennent à l’espèce L. citricola et 18 isolats à l’espèce L. mediterranea. Neoscytalidium dimidiatum, reportée en nombre de 2, est associée au pommier.


	La distribution spatiale des 5 espèces montre une large répartition de N. algeriense, N. parvum et Diplodia sp.  où elles se trouvent dans deux localités, Larabâa et Ouled Slama, sur le pommier, le pêcher et l’abricotier. Les deux espèces du genre Lasiodiplodia, isolées sur les agrumes, sont reportées sur les deux régions de Staoueli et Chiffa. Tandis que Ne. dimidiatum se localise dans la région de Larabâa. 
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