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Introduction

Castanea sativa est parmi les essence les plus répondus surtout en méditerrané, elle occupe
une superficie de plus de 1.6 million ha (Bourgeois et al ., 2001). C.sativa comme une espéce
botanique s’appartienne a la famille des Fagacea (Glimn-Lacy et Kaufman, 2006). Elle joue un
role trés important pour I’homme et son environnement ; comme source de meilleur bois de
construction, source d’aliments et des médicaux, et un rdle dans la préservation et de la
biodiversité (Bourgeois ef al., 2001).

Au cours de ces dernieres dizaine années de la production et ’exploitation ont été réduit a
cause des facteurs biotiques et abiotiques (Bourgeois ef al., 2001).

En Algérie, la répartition de C.sativa n’est pas exactement mentionnée, le dernier rapport
de FAO et INRA (2006) indique que C.sativa est en nombre trés réduit basé a la région du nord.
La région de Collo-Skikda (Kanoua) occupe une superficie trés important en Algérie, avec plus
de 15000 arbres. Depuis les années de 1983, une épidémie a facteur inconnus a causé des dégits
sur ces arbres (plus de 80% sont malades) de cette région, des centaines de C.sativa en perdent
chaque année. A 1’heur actuel il n’ya aucune recherche a été€ réalisée pour déterminer la cause et
la solution.

Les champignons phytopathogenes sont des mycetes filamenteux susceptibles de
provoquer des dégats quantitatifs et qualitatifs sur les plantes (Christophe, 2010). C.sativa est
I’'un des hétes ou les champignons causent des épidémies irréversibles. Jermini ef al. (2007) ont
montré que la production de C.sativa a été réduite de 60% a 30% sous I’effet des champignons.
Parmi ces champignons les deux especes ; Phytophthora cambivora et Cryphonectria parasitica
sont les plus communs (Bourgeois ef al., 2001).

Alors, le but de notre travail est consacré pour déterminer les champignons
phytopathogéne, qu’ont la possibilité de faire des dégéts sur les arbres de C.sativa dans la zone
de Kanoua, de fait que la majorité des recherches scientifiques sont rédigées sur les champignons
phytopathogéne, ainsi que les symptomes observés sur les arbres (Pourriture, et mort partiel et
totale des arbres).

La premier partie est rédigée pour faire un préambule sur les arbres de C.sativa, les
champignons phytopathogénes et les principaux especes fongiques, qui causent les dégats de
C.sativa au monde.

Alors que la deuxiéme partie est un protocole expérimental pour isoler et identifier des
souches fongiques probablement pathogénes, ces derniéres ont la possibilité de causer les dégéts

sur C.sativa dans la zone de Kanoua.
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Introduction

Castanea sativa, essence n'a prend pas ¢a place qu'dpres les intéréts caractéristiques

qu'elle confer pour 'homme et son environnement.
Dans ce chapitre on a ressay¢ de déterminer quelque généralité sur ce chataignier, sa dispersion,
les principaux caractéres botanique, les cycles vitale, ainsi que les principales pratiques
culturelles et les importants roles.
1.Généralité sur le chataigner
1.1. Description
Le chataignier européen Castanea sativa est un grand arbre forestier fruitier peut atteindre
20 a 30 metres de hauteur. Sa durée de vie est de 500-1000 ans (Bourgeois et al., 2004). Selon sa
densité de plantation. Il affectionnées des sols frais, 1égers et bien drainés, Cet arbre monoique a
croissance sympodiale rapide a des feuilles caduques allongée et treés dentées. Fleurissent de juin
a juillet. Il existe d’autres espéces; C. dentata (chataignier d’Amérique), C. mollissima
(C.crenata) (chataignier japonais) (Bourgeois et al., 2004).
1.2. Histerique
Le chétaignier du genre Castanopsis, que I’on trouve actuellement en Amérique du nord,
Europe, Afrique du nord et Asie, provient d’espéces dont 1’aire de dispersion était plus grande a
I’ére tertiaire que ne ’est celle des espéces vivantes actuelles (CFBL, 2007).

A la fin du miocéne, le climat doux favorise la présence des chataigner (mais aussi des
chénes, orme et érable) depuis ’Italie jusqu’au nord de I’Europe. Avec le refroidissement du
climat (glaciation), le genre Castanea est devenu plus méridional. Il a pu persister dans des lieux
protégés et reconquérir par la suite une partie de son aire vers le nord.

Actuellement C. sativa été répandu par les Romains. C’est lui qui régne en maitre dans la
chataigneraie corse, méme si des essais d’introduction d’espéces exotiques comme C. crenata et
C. mollissima, pour lutter contre certaines maladies (Camus, 1929).
1.3. Etymologie

Le Chataignier vient du latin Castanea, lui-méme dérivé du grec kastanon. Ce nom ferait
référence a Kastanon, une ville de Thessalie renommée dans I'Antiquité pour la qualité des
chataignes. Castanea était 'ancien nom des chénes avant de désigner le chataignier. Sativus
signifie « cultivé » en latin. Le chétaignier a été¢ surnommé "arbre a pain" pour les qualités

nutritives de ses fruits (Camus, 1929).
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e La température

Ces especes aiment bien la chaleur et Ion sait qu’elles ont du mal & supporter des
températures moyennes inférieures a 8° C (Alesandri ef al., 2007), qui pourraient sévir au cours
de la période active de la végétation (de mars a novembre).

e La lumiére

C. sativa est une espece héliophile ou de demi ombre. Les semis ont besoin d’un minimum
de lumiére pour vivre, ¢’est pour ce la qu’on n’en trouve presque jamais dans un taillis a couvert
complete (Bourgeois et al., 2004).

e La pluviométrie

Il exige une pluviométrie annuelle d'au moins 700 mm (Alesandri ef al., 2007). 11 supporte
mal les grands froids hivernaux et est sensible aux gelées précoces d'automne au stade jeune
plante ou rejet. Par contre il est assez peu touché par les gelées d hiver et printemps (Bourgeois
et al., 2004).

e I’altitude et Pexposition

L'altitude renforce ou atténue les effets du froid et de la sécheresse. Ainsi en climat
méditerranéen, Il prospére en montagne moyenne et facilement atteindre 800-1600 m (Alesandri
et al., 2007).

3.2.2.Les exigences édaphiques

e Le sol

Elle peut permettre de compenser une certaine pauvreté chimique ou une faible capacité de
rétention en eau. Il faut au moins 50-60 cm de profondeur de sol pour produire du bois de bonne
qualité (Bourgeois et al., 2004).

Il ne tolére pas la présence de calcaire actif et les sols podzoliques ou a tendance
hydromorphe, Il craint les sols engorgés et la sécheresse. Par contre se développe bien sur les
sols (sablo limoneux) acides (pH entre 4,5 et 6,5) avec une réserve utile d’eau moins de 100 mm
(Bourgeois et al., 2004).

e L’eau

Le Chétaignier résiste bien a la sécheresse, mais le stress de I'eau peut conduire a une
baisse des rendements au cours des étés secs. L’irrigation de chataigniers devrait étre fondée sur
le taux d'évapotranspiration pour le moment de la saison de croissance, La surface irriguée sur le
verger nécessite habituellement une irrigation en profondeur 90 4120 cm tous les deux a trois

semaines (Vossen, 2000).
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4.5. Vieillissement de I’arbre

e sénescence

La sénescence est le stade ultime de développement d’un organe ou d’un organisme. Elle
ne doit pas étre Confondue avec le dépérissement.

Qui est marquée par 1’apparition de structure particuliére & la périphérie de la cime, la
diminution progressive de la taille des branches maitresses successives qui accompagne
I’édification de la couronne parvient a un point limite, I’apparition de ces unités minimales se
manifeste d’abord sur quelques branches, mais d’années en années, elle se produits plus que des
unités minimales. De proche en proche, les banches maitresses se desséchent puis tombant. Le
phénoméne se termine par la mort de I’arbre (Bourgeois ef al., 2004).

o La descend de la cime

A tout moment de sa vie, un arbre subit des perturbations de I’environnement qui peuvent
provoquer une descente de cime conduit ’arbre vers un nouvel état d’équilibre. C’est un
processus qui conjugue deux événements (Bourgeois et al., 2004) :

e L’arbre réagit en général en sacrifiant I’extrémité de ses branches

o Il compense cette mutilation en produisant de nombreux rejets en retrait (Figure 9).
1

- sy I

Ses symptomes sont facile a reconnaitre mai son évolution est plus impliquer a prévoir,
plusieurs cas pouvant se présenté.

La descente de cime a souvent été associée au vieillissement de ’arbre car elle est rare
qu’il devienne trés vieux sans avoir exprimé un jour a I’autre une descente de cime

La mort de I’arbre devient alors inéluctable. Plus un arbre est proche de la sénescence,
plus il est difficile de provoquer I’apparition de rejets sur le tronc et les branches maitresses et

plus ces rejets auront un développement limité (Bourgeois et al., 2004).
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¢ Une grande longévité

Un suyjet isolé rapidement et réguliérement en diamétre pendant de nombreuses décennies.
Le chataignier de Cardarin en Dordogne atteint 10 m de circonférence mais n’a probablement
pas de 200 ans (estimation faite aprés lecture des cernes sur carottes) (Bourgeois et al., 2004).

Les arbres ont une architecture différente en foret : tronc plus long et cylindrique, cime
homogene. Le déclin de la faculté de faire une descente de cime au cours du vieillissement
s’observe au niveau de I’arbre entier.

La limite biologique de la vie d’un chitaignier & I’état de 1’individu pourrait se situer
auteur de 1000 ans. Mais les sujets qui y sont parvenus doivent se compter sur les doigts d’une
main, la production des fruits de I’arbre est beaucoup plus court.150 ans en verger et 70 ans en

forét (Bourgeois et al., 2004).
S.Les pratiques culturelles

Un arbre qui se développe de fagon autonome présente des inconvénients : branches trop
basses pour ’entretien du sol, I’irrigation, la récolte et la protégée contre les ennemis.
La sylviculture vise a améliorer les peuplements forestiers, au fur et 3 mesure de leur croissance,
pour y favoriser la production de bois, chaton qualitativement et quantitativement dans un
écosystéme équilibré. Il serait cependant inopportun d’investir dans des interventions sylvicoles
si les conditions de stations et les potentialités du peuplement n’étaient pas suffisamment
favorables (CRPF, 2009).

e Les conditions naturelles sont-elles favorables au chétaignier : Généralement les
expositions nord lui sont favorables tout comme les altitudes comprises entre 400 et 900 m. Les
sols acides, riches en éléments fertilisants, lui sont propices. La profondeur du sol, donc sa
capacité a stocker I’eau, est un facteur essentiel. Une épaisseur de 50 cm de terre, contenant peu
de pierres. Les zones ou 1’eau stagne sont & proscrire (propagation de la maladie de I’encre
affectant les racines).

e Le nombre de chataigniers a ’hectare : Pour que les peuplements de chétaignier puissent
fournir du bois de qualité (fiits élancés et sans nceud), il est nécessaire que la densité des tiges y

soit suffisamment élevée : 5 & 600 cépées a I’hectare bien réparties sur le terrain pour les taillis

(une cépée tous les 4 & 5 m), un peu moins si des francs pieds sont en mélange.

e | ’état sanitaire des chitaigniers: L’existence d’un trop grand nombre de chancres actifs
(pathogénes) peut compromettre ’avenir d’un peuplement. Toutefois, la suppression des brins
atteints dés la premiére intervention sylvicole (entre 8 et 12 ans) permet de retrouver un état
sanitaire satisfaisant. De plus, la présence de chancres peut contribuer, grice a la dissémination

de leurs spores par différentes moyenne (I’eau, Paire, insectes...... )
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6. Importance du chitaignier

La chétaigne est l'une des espéces forestieres les plus importantes depuis ’antiquité, il a
un intérét écologique en conservant la diversité, I’utilisation de 'homme est pour de nombreux
fins en utilisent les différents constituants (bois, fruits, feuilles et écorces).

eBois

Le bois de chataignier est trés riche en tanin (6% dans 1'écorce, 13 % dans le bois et les
bogues), on I’utilise pour des piquets, charpente, huisseries extérieures. Son bois d’ceuvre est trés
recherché en ameublement (mobilier, parquet). On 1’utilise beaucoup pour le bardage (foreo.fr,
2010).

eFruit

Le fruit est utilisé depuis l'antiquité, comme cela a €té dit, pour la production de farine.

Cette utilisation d'une importance marginale et la destination des fruits de bonne qualité pour la
consommation directe, concentrées en automne, et la production industrielle de confitures et de
marron glacé. A intérét marginal pour 'utilisation possible des fruits comme nourriture pour
animaux de compagnie (Vossen, 2000)

eMédicale

L'utilisation de chataigne a des fins médicinales est un aspect mineur, il est considérée
comme une plante médicinale de la pharmacopée a cause de ca composition (teneur en tanins).
L’écorce et les feuilles ont des propriétés astringentes et antiseptiques utilisés dans la

phytotechnologie pour le traitement de la peau (Wikipidi.org, 2010).

Conclusion
C.sativa est une espéce trés dispersée, caractéres due au intérét qu'elle confere grace a la
morphologie et physiologie, ainsi que le cycle de vie qui se dur longtemps. Les réles de ce

chataignier ne peut étre établit d'une bonne manier que a partir des pratique.
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1.2. Nutrition et acquisition de la nourriture
Pour qu’un organisme se croitre il faut que les besoins nutritive sont disponible dans le
milieu de vie. Les champignons ne sorte pas de la bas, ils exigent certains éléments en trois
catégories ; éléments aérien, éléments majors et oligoéléments (Tableau 2).

Tableau 2: Les pricipaux élements responsable d'un bonne maintienne de la vie des champignons
(Nasraoui, 2000 ; Walker. et White, 2005).

Type d’éléments Eléments | Source
Eléments aériens Gaz 0, CO,
Major éléments Carbone Mono et Poly saccharide, Alcool...
Azotes Nitrate, Ammoniaque, Nitrate...
Soufres Acide aminé, Peptides, Sulfate de magnésium
Phosphate | HPO; .
Autre Calcium, Potassium, Sodium, Magnésium...
oligo-éléments Fer, Zinc, Cuivre, Vitamines, Facteurs de croissance..

Les éléments nutritifs qui sont des petites molécules peuvent étre absorbés directement, par
contre les substances les plus complexe il faut qu’ils seront dégradé avant leur utilisation par des
enzymes extracellulaire et intracellulaire (Nasraoui, 2000).

1.3. Métabolisme

Le métabolisme des substances nutritifs constitue une véritable fonction des cellules
fongique a cause de ces réaction dans 1’anabolisme des structures cellulaire ainsi que I’obtenu de
I’énergie (Nasraoui, 2000).

En générale le métabolisme fongique est constitue de deux types. L’un est le métabolisme
primaire qui maintienne et agisse dans la vie des mycétes, tel que, le métabolisme des
carbohydrate et de I’énergie qui implique toute réaction d’oxydoréduction, respiration fermentatif
et glycolyse. Par contre, le deuxiéme est le métabolisme secondaire qui n’entre pas vraiment dans
la continuité de la vie cellulaire en principe, mais produire divers composés organiques important
comme les terpénes et mélanines (Nasraoui, 2000).

1.4. Croissance et développement
1.4.1. Germination

La croissance des champignons se début en générale par la germination des spores .Qui se
gonflent par hydratation puis par des processus métabolique actif, dont des nouveaux substances
sont disperse dans la surface des cellules et finisse par production d’un jeune hyphe avec un tube

germinatif (Nasraoui, 2000).
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1.4.2. Croissance

La croissance des champignons est assurée par des hyphes qui sont constitués de cellules
hétérocaryotiques ou coenocytiques. L’extension des extrémités de ces hyphes est distingue par la
croissance de la paroi (Nasraoui, 2000).

1.4.3. Différenciation

La différentiation est un changement morphologique et physiologique accompagner la
croissance, ces changement aboutissant 4 une large gamme de structures différance qui servant
pour activer des fonctions particuliers (Nasraoui, 2000). La différenciation des stormes, structures
impliquer dans le processus de reproduction et le développement végétatifs sont les principaux cas
ainsi que le dimorphisme.

eFacteurs impliquant dans la croissance

La croissance des champignons déponde des facteurs nutritifs et des facteurs
environnementaux, essentiellement la lumidre, température, humidité et pH (Nasraoui, 2000 ;
Agrios, 2005).

1.5. Reproduction et génétique
1.5.1. Reproduction

C’est tout processus qui induit & la formation des nouveaux individus de méme contenu que
la cellule mére.

Les processus de reproduction sont assurés par des spores germinant pour former des
nouveaux individus semblables, on distingue deux voies de reproduction :

Voie sexuée : caractérisée parfois par une caryogamie, plasmogamie et méiose.
Voie asexuée : caractérisé par bourgeonnement, fragmentation du thalle et formation des spores.

La sporulation ou formation des spores résultant de la reproduction déponde de plusieurs
facteurs et résulte plusieurs changements (Nasraoui, 2000), lorsque la situation de la vie est
disponible, les spores résultants sont libérés et disséminés le plus possible .Ainsi conservé lorsque
le cycle de vie est soit interrompe ou fini (Nasraoui, 2000).

1.5.2. Génétique

Le génome fongique est caractéris€ par quatre différents types de génomes le géne
chromosomique, géne mitochondrie, géne plasmide et éléments transposable, et des génes viraux
(Nasraoui, 2000 ; Lepoivre, 2007).

L’hors de la reproduction sexuelle il y a des cycles qui se passe nome communément cycles
biologiques, le cycle haploide est le cycle représentatif chez la majorité des champignons. Quand
ces cycles ont lieu il y a une grande variabilité génétique d’homothalisme ou héterothalisme assuré

par des phénoménes d’héterocaryose, parasexualité et hérédité cytoplasmique (Nasraoui, 2000).
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2. Ecologie des champignons

Les champignons ont un rdle trés important dans la dégradation et le recyclage de la matiére
organique a partir des débris des végétaux ce groupe des champignons sont dite saprophyte. Un
deuxiéme groupe dit symbiotique, est également trés répandu entre champignons et végétaux
(mycorhize). De plus, certains champignons peuvent étre phytopathogénes (provoquer maladies
cryptogamique chez les plantes) (Agrios, 2005).

La plupart des champignons phytopathogénes passe une partie de leur vie dans 1’hdte et un
partie dans les débris, les végétaux et au sol. Certain sont des parasites obligatoire déponde de la
plante héte, les spores a la fin du cycle de vie sont dispersent dans le sol ou ils se meurent ou reste
inactif (Agrios, 2005). D’autre groupes sont des parasites facultatifs passent une partie de leur vie
dans la plante hdte vive et une partie dans les tissus des végétaux morts ot ils sont vivre ou meurt.
L’autre groupe est le saprophyte facultatif qui grandissant de fagon parasite sur 1’hote, mais il
continuant leur vie dans les environs des tissus mort de I’hdte et se conserve dans le sol si la
nourriture et les conditions sont défavorable a une long période (Agrios, 2005).

3. Systématique

Depuis longtemps 1’organisation des champignons dans un systéme de classification reste le
probléme des scientifique, a cause des difficultés suppose, de ce fait divers organisations ont €t¢
établit en utilisant des critéres précis (Nasraoui, 2000).

Hawksworth en 1991 ont compté 4300 genre disponible parmi les quels 8000 maladies sont
causées la classification donné par Hawksworth suite le systéme suivant (Kenneth-Horst, 2008).
Kingdom: Fungi

Phylum: Chytridiomycota

Phylum: Zygomycota

Phylum: Ascomycota

Phylum: Basidiomycota
Kingdom: Stramenopila

Phylum: Oomycota

Phylum: Hyphochytriomycota

Phylum: Labyrinthulomycota
Kingdom: Protists

Phylum: Plasmodiophoromycota

Phylum: Dictyosteliomycota

Phylum: Acrasiomycota

Phylum: Myxomycota
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Les champignons qui causdnts ucs waiauime ouse swpuseee oo
(Phylum) tel que Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota et Qomycota
(Kenneth-Horst, 2008 ; Agrios, 2005).
e Chytridiomycota
regroupe les champignons caractérisés par un thalle formé de vasculaire ou filaments
ramifiés produisant des spores mobiles. Les champignons de cette phylum sont majoritairement
saprophytes mais ils renferment des espéces qui causant des dégats sur les plantes comme ce qui le
cause olpidium brassicea sur le chou et les cultures maraichers en principe.
e Zygomycota
Pensemble des champignons caractérisé par un thalle vasculaire coenocytiques. la
reproduction sexué par des zygospores alors que la reproduction asexué par des conidies. Ce
phylum est représenté en principe par I’ordre mucorale qui représente des bénéfices pour la plante
mais parfois il représente des dégats considérables comme celle qui les cause les deux espéces
Gilbertella persicaria sur divers plantes et Mucor racimosus sur citrus.
o Ascomycota
Contient les champignons 3 mycélium cloisonné dont les spores sont formées dans des
asques. Cette phylum renferme des especes trés dangereuse sur les plantes d’ol se trouve les
espéces qui cause I’oidium appartiennent au ordre des Erysiphales, tel que Erysiphe alni qui cause
des dégits considérable sur le chéne. Cryphonectria parasitica Coryreum modonium sont aussi
deux espéces qui causant des dégats considérables sur les arbres de famille des Fagaceae surtout
le chétaignier et les chénes.
e Basidiomycota
Ce phylum contient des champignons qui a un mycélium septé caractérisés par la production
des basidiospores. Cette phylum renferme des espéces talque Armillaria mella qui cause la
pourriture racinaire des Fagaceae, et Cerrena unicolore et Aleurodiscus oakesi sur la famille des
Fagaceae en particuliere
e Oomycota
regroupe les champignons fongiforme avec un thalle filamenteux coenocytiques constitué
des filaments ramifiés non cloisonné leur reproduction est asexué (zoospores) et sexué (oospores).
Les espéces de ce phylum représente une certain pathogénicité aux cultivars, Phytophtora
cactorum et P.cambivora sont deux espéces qui affectent le chéne et le chataignier dont le résultat

finale est la mort de ’arbre.
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4. Les maladies cryptogamiques
4.1. Présentation d’une maladie cryptogamique

C’est I’ensemble des perturbation causé par un champignons sur une plante d’une fagon a
rendre la plante dans une situation ou elle perde sa capacité d’exprimer la totalité de potentiel
génétique et donne donc des berte en qualité ; diminuant la valeurs ajouté, et quantité; en
perturber le rondement d’une fagon a rendre le produit non suffisant (Christophe, 2010).

Au cours d’une attaque d’un champignon, les organes de la plante sont infectés dans des
périodes qui sont aussi générale ou spécifique selon 1’espéce fongique et méme la plante
(Nasraoui, 2000). Si I’infection est réussit la plantes infecté va subir beaucoup des changements
vitale traduise par une gamme des symptomes et des maladies différes aussi selon I’espéce
fongique et la plante héte, ces maladies sont divisées selon différents critéres (Nasraoui, 2000 ;
Lepoivre, 20

4.2. Relation plante-pathogéne

Lorsque le pathogéne (champignons phytopathogéne) est entrain d’entre ou phase de
pénétration et infection de 1’hdte considére, plusieurs mécanisme s’établir. Le changement des
signaux est la traduction de tout relation entre un pathogéne et son héte, donc la souche fongique
se multipliée ou non aprés une duré de latence pendant la quel la décision est prét. Si elle est
positif, la colonisation et I’invasion se poursuite, et tout effets sont sortie avec expression des
symptomes.

Du point de vue moléculaire on peut site deux cas :

Réaction compatible quand les champignons phytopathogéne entrent, se multiplier et colonisent
I’hdte qui développe des infections plus ou moins large.
Réaction incompatible dans ce cas la défense de la plante. Joue un rdle dans 1’élimination de
perturbateur par des différents mécanismes de défense ; résistance non héte, résistance générale et
résistance spécifique (Nasraoui, 2000 ; Lepoivre, 20  Christophe, 2010).

4.3. Action du pathogéne sur la plantes

D’une manier générale pour que le pathogéne fongique pénétrer dans les plantes de I'hote, il
faut qu’il suive des actions sur la cuticule de la plante qui couvre des parties aériennes. Apres
pénétration et pendant invasion, les pathogéne doivent obtenir leur nourriture de plantes et
perturber différentes activités de la plante en appelant a des forces mécaniques et/ou des sécrétions

chimiques (Nasraoui, 2000).
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4.4. Symptoémes des maladies cryptogamiques

Généralement, les symptomes sont considéré comme le début d’une maladie avec exception
(Lepotivre, 2007), ces signes peuvent étre localisées ou généralisées, et differes selon la plantes en
symptomes primaires ou secondaire.

Les symptomes se manifestent essentiellement par des changements de couleur, des
altérations d’organes, des modifications affectant les feuilles ainsi que les fleurs, des productions
anormales de substances et des altérations internes (Lepoivre, 2C"~ ; Vidhyasekaran, 2004).

4.5. Cycle d’une maladie cryptogamique

C’est I’ensemble de tout phases qui se suite pour effectuer une perturbation des fonctions de
la plante au cours de sa vie sur la plante .La souche fongique phytopathogéne suive des étapes
différentes début du contacte jusqu’a Papparition des effets sur la plante, ces étapes sont les
suivants:

4.5.1. Contacte

L’inoculum est tout unité responsable d’une maladie cryptogamique du plante, ces unités
sont représenté par différent formes ; spores sclérotes ou fragment mycélienne. L’inoculum peut
étre trouvé dans une zone d’infection de plusieurs manier, provoque des infections primaires ou
secondaire selon I’inoculum (Nasraoui, 2000).

4.5.2. Pré pénétration

Apres le contacte du pathogénes, des actions et des phénoménes se fusent aux dépond de
certain conditions avant de pénétrer dans I’hdte. Dans cette phase le pathogenes se prépare pour
début I’infection (Nasraoui, 2000).

4.5.3. Pénétration

Apres que le pathogeéne est prét pour I’infection, il se pénétre a I’intérieur de la plante héte
cible dont le but souhaitable est le prélévement de la nourriture, pour cela il se pénétre soit
directement (ouvertures naturelles) ou indirectement (sécrétion des enzymes spécialisés)
(Nasraoui, 2000).

4.5.4. Infection

Apres la pénétration, I’infection se début par une attaque des tissus et des cellules sensible
pour prendre la nourriture et méme de dispersée le plus possible si un autre pathogénes est en
attaque aussi (Nasraoui, 2000).

L’invasion et la colonisation des tissus sont les principales étapes de I’infection qui

s’implique par I’apparition des symptdmes (Nasraoui, 2000 ; Lepoivre, 2007).
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4.5.5. Dissémination
L’inoculum du pathogénes est disséminé communément par différents mécanismes qui sont
soit passivement ou activement. Par divers agents vecteurs comme I’aire et 1’eau .Le pathogéne
se disperse passivement (Nasraoui, 2000). Par conire aux phénomeénes actives qui son
généralement par une propre énergie présenté surtout par I’éclatement des Sporongiophore I’hors
de la maturité.
4.5.6. Conservation
A la fin de cycle de I’infection des champignons phytopathogéne ol les conditions sont
défavorable qui résultants la mort de la plante ou ca dormance, ou la fin du cycle vitale
naturellement du pathogéne entré dans une phase de conservation a partir des formes résistante ;
Sclérotes, Rhizomorphes (Lepoivre, 20 . Ces formes permettent la protection de pathogéne qui
va continue sa vie par un ralentissement de toutes activité vitale (Nasraoui, 2000 ; Lepoivre,
2007).
4.6. Facteurs influant le développement d’une maladie
Une maladie cryptogamique des plantes est influencée par certaines facteurs (Figurell) ;
La nature de pathogéne, la plante hote et les conditions de I’environnement sont les facteurs

majoritaires pour une réussit on non de la maladie (Doohan, 2005).

e
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4.7. La lutte contre les maladies cryptogamique
La lutte contre les maladies fongique est basée sur différentes méthodes, mais le but

usagées est de combattre les maladies de la plante et par conséquent augmenter la quantité et
améliorer la qualité de production de la récolte.

Pour la prévention ou limitation des dégats causés par les champignons phytopathogéne, des
approches différentes sont disponibles. Les mesures utilisées peuvent étre classées comme
séparatrice, culturel, biologique, résistance-améliorer, méthodes physiques, et chimiques. Toutes
ces techniques sont appliquées pour exclure ou réduire ’effet du pathogénes sur la plante, La
combinaison de toutes les techniques complémentaires, est appelée la lutte intégrée (Nasraoui,
2000).

4.7.1. Séparation de la plante hote
Certains mesures peuvent €tre réalisé pour éloigner les pathogenes dés les plantes sains ceci

est possible a travers les quarantaines, I’évitement du pathogéne et choix du matériels végétale
(Nasraoui, 2000).

4.7.2. Méthode culturel
Plusieurs facteurs agronomiques influencent le développement des maladies. La date de

semis, la culture, I’eau, les éléments nutritifs, la matiére organique et le sol (Nasraoui, 2000).
Généralement si les pratiques établit en agronomie sont bien appliquées conduisant & des grandes
réductions de ’avancement des maladies.

4.7.3. Méthede physique
Certain facteurs physiques tel que la température, la lumiére et la radiation & peuvent étre

utilisé pour la lutte (Nasraoui, 2000).

4.7.4. Méthode chimique
L’utilisation des pesticides (fongicides) qui sont toxique pour le pathogéne reste le moyen

le plus commun pour le contrfle des maladies. Ces produits quand ils trouvent leurs cibles ils
utilisent des mécanismes perturbant I’activité des champignons en inhibant divers processus
(Leroux, 2005) .De ce fait, lorsque un fongicide est appelé pour I’utilisation est soit un fongicide
spécifique ou généralise, unisite ou multisite (Leroux, 2005).

D’une maniére générale, I’utilisation des fongicides pour combattre les maladies
cryptogamiques est applicable de plusieurs manieres ; le traitement du sol, des semences, des
produits conservés et des parties aériennes (Nasraoui, 2000).

Malgré, Defficacité de ces produits, les problémes de toxicité et de résistance sont apparus
(Nasraoui, 2000). Donc, [lutilisation des fongicides doits étre  dirigée par certains

conditionnements et leur utilisation en dernier lieu est demandée.
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4.7.5. Méthodes biologique
Consiste a identifier les contraintes biologiques et leur exploitation pour limiter le

développement des maladies. D’une manier générale, la lutte biologique comprend I’utilisation de
tout organisme antagoniste pour contrdlé un pathogéne (Nasraoui, 2000).

4.7.6. Méthodes génétique
La résistance des plantes au pathogénes peut €tre amélioré de différents fagons tel- que

’utilisation des variétés résistantes et | induction de la résistance (Nasraoui, 2000).

4.7.7. Lutte intégrer
Est utilisé pour assurer un contrdle efficace et économique d’une maladie cryptogamique, la

prise en compte des informations sur le pathogéne, la culture et les conditions d’environnement.
Ainsi que VYutilisation d’autres méthodes de lutte en combinaison et avec un programme
dépondant surtout du type de culture (Nasraoui, 2000) qui permet d’éliminer, retarder ou réduire

I’efficacité de champignons.

Conclusion

La pathogénicité des champignons due aux différents facteurs ; caracteéres du pathogéne
environnement et plante induire des maladies cryptogamique, affectant la plante hote est traduisez
par des symptomes. Au deld la prise d’un lutte est indispensable pour limiter les maladies causées

par ces pathogenes fongique.
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3. Méthodes de lutte contre les maladies du C.sativa
Les méthodes de lutte contre les maladies du C. sativa sont de premier ordre préventive a
cause d’absence d’outils efficace pour les contrdlés, mais on peut donne quelques conseils qu’ils
seront suive le pathogéne se dégrade et les pertes du rendement décroitre (Bourgeois et al., 2004)
( Fauriel, 2001).
3.1. Contre les champignons
e Contréle de toutes les sources de plantation inconnue et création des certificats sanitaires.
¢ Elimination de toutes branches fruits et arbre atteint par ’agent responsable.
e Désinfection des outils agricole.
e Choix des variétés résistante et faire des porte gaffe hybride.
o[ ’utilisation des ennemies biologique et des produits chimique est encours, de ce fait les
chercheur ont trouve un antagoniste comme Endothia (lutte contre le chancre).
3.2.Contre les autres facteurs parasitaires
eLa récolte totale et rapide de tous les fruits reste la seule lutte efficace. Elle évite le retour
des larves au sol. La destruction ou réduction de plantes présentes autour de la parcelle réduit les
lieux d’accueils du ravageur.
ePendant la phase de travail du sol en printemps et hiver il faut que le travail soit dans un
taux de sécurit élevé pour ne pas blesser la plante.
o L’utilisation de la lutte biologique pour se combatire a 1’aide d’utilisation des anémies
appartienne au Trichogramme et Carpovirusine.
3.3. Contre les facteurs non parasitaires
Le travail du sol, le taillage et I’éclaircie, le choix des variétés résistantes, choix du milieu
de la culture et I’élimination des agents pathogénes d’origine biologique sont indispensable pour
éliminer les risques des troubles trouvé dans la plante.
Conclusion
Les maladies du C. sativa sont trés dangereuse d’une fagon a perturber la sante de ’arbre et
parfois faire mourir définitive. Les champignons parasites ont un effet importance, presque il
conduisant a la baisse du rendement et qualité voir I’élimination des arbres définitivement dans
ce cas la recherche des méthodes de lutte est en cour, car il n y a pas de solution efficace et la

méthode efficace toujours reste la prévention.
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2.5 Echantillonnage sur les parcelles
Dans le cadre d’échantillonnage les prélévements sont faits auteur de 1’arbre avec trois
répetitions dans les déférentes parties de 1’arbre (Tableau 8) ; sol, débris, racines, écorce, tiges et
feuilles. Dans la température du champ 24°C.

Tableau 8 : La distribution des échantillons dont six échantillons différant (sol, débris, racines, écorce,
tiges et feuilles) ont été prélevé de chaque arbre d'échantillonnage.

2.6. Prélévement des échantillons
2.6.1. Echantillonnage du sol
Les prélévements sont pratiqués avec une terriére stérile dans des profonde moins de
15cm. Aprés élimination des Cailloux et débris racinaires, les échantillons sont recueillis
dans des sacs en plastique noire et ramener au laboratoire pour étre sécher a une température
modérées (20-25°C°) et se conserve pour étre utilisé une autre fois (Davet et Rouxel, 1997).
2.6.2. Echantillonnage des racines
Les prélévements sont pratiques avec une spatule, une pelle-pioche, lame, pinceau
qui seront stérile. Aprés élimination de tout autre débris, les échantillons qui représentent
des infections sont recueillera dans des sachets en plastique noire et conserver dans le
laboratoire (Davet et Rouxel, 1997).
2.6.3. Echantillonnage des écorces, débris, feuilles et branches
Les prélévements sont pratiqués dans des zones présente une d’infection, a I’aide
d’un chancelier, pince, serpette, lame de bistouri et sécateur. Aprés les prélévements qu’il faut
étre séparé entre un type et un autre d’échantillons ils sont recueillies dans des sacs en plastique
différents étique (contenu le type d’échantillons (écorces, branches et feuilles), type d’arbre, la
date de prélévement).
2.7 Conservation des échantillons
L’échantillon est conservé a température ambiante ou mieux au réfrigérateur a 5°C +

3°C jusqu'a [’utilisation.
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3. Etude pédologique

3.1. Détermination de I’humidité

La détermination de I’humidité est réalise comme suite (Mathieu et Pieltain, 2003)

Peser dans un papier aluminium de 20g de sol tamisées 4 2mm.
sécher a I’étuve a 105°C pendant 24heures.

peser apres refroidissement.

Le pourcentage d’humidité se déduit des pesées suivants; papier aluminium vide B,

papier aluminium+ terre séchée a I’aire P; et papier aluminium+terre séchée a 105°C.

La teneur en eau en pourcent de la terre séchée a ’aire est de Eau % =

PP 100
Pl—B

3.2. Mesure de pH

La mesure de pH est effectuée avec pH-eau comme suite (Mathieu et Pieltain, 2003)

peser 20 g de terre tamisé en moins de 2mm séchée a 40°C dans un bécher

ajouter de 50ml d’eau distillée et agitation pendant une minute avec une baguette de
verre.

laisser reposer 2heures.

plonge de I’électrode de pH métre dans le liquide surnagent et affection de la mesure

avec nettoyage de 1’électrode chaque fois.

3.3. Matiére organique

Le dosage de la mati¢re organique est réalis€ a partir du dosage de carbone organique qui
le constituée (estimée a 58%) d’oui la formule suivants :

C.O%+*1724=M.0%

Le protocole suivi est selon la méthode de Walkley - Black modifiée (Annexe I)

(Mathieu et Pieltain, 2003).

3.4. Mesure de phosphore totale

Le dosage de phosphore total a été effectué selon la méthode d’Olson et Sommers (Annexe

I) Mathieu et Pieltain, 2003).
3.5. Mesure de I’Azote total

Le dosage a été réalisé selon la méthode de Kjaldel, Le principe de la méthode est basé sur la

transformation de I’azote organique en sulfate d’ammonium sous I’action de I’acide

sulfurique en présence d’un catalyseur. Le sulfate d’ammonium obtenu est distillé sous

forme d’ammoniac et dosé aprés déplacement, en milieu alcalin (Mathieu et Pieltain, 2003).

Le calcule sont effectuée par:

V, « 0.014 * 10*

0 =
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4. Etude mycologique

Toutes les manipulations (isolement, purification et identification) sont réalises dans un
lieu stérile permettant la réalisation des manipulations en conditions stériles.

4.1. Milieux de culture et conservation

Les milieux de culture et de conservation des souches présentent une grande importance
dans le réussit des procédures de la recherche des souches fongique.

4.2.1.Préparation des milieux de la culture

Les champignons se développent communément sur des milieux liquides. Cependant, pour
que on peut étudier les champignons et les séparer I’une au autre, on utilise des milieux solides,
qui doivent comprendre les sources essentiel de la nutrition avec une grande précaution au cours
de préparation (Davet et Rouxel, 1997).
Milieu préparés (Annexe III).

¢ Milieu nutritive PDA
¢ Milieu de Czapek-Dox

4.1.2, Stérilisation des milieux de culture

La stérilisation des milieux de culture pose un probléme a cause de la dénaturation de
certains composants tels que, les antibiotiques. Dans ce cas la stérilisation des éléments de base
stable est a ’aide de I’autoclave 120°C pendant 15 minutes) et filtration se vide, et les autre
agents sensible (les antibiotiques) sont ajouter lors d’utilisation du milieu dans des conditions
stériles (devant le bac bunsen).

4.1.3.Conservation des milieux de la culture

La conservation des milieux de culture préparés au laboratoire est de 3 mois au maximum
en enceinte réfrigérée a 5°C+ 3°C, ou 1 mois au maximum entre 18°C et 23°C dans des

conditions évitant toute modification de leur composition.
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4.2. L’isolement

4.2.1.Isolement a partir du sol

La méthode utilisée dans I’isolement est la technique de la suspension-dilution « dilution
plates » (Davet et Rouxel, 1997).

Le principe de cette technique est de mettre le sol en suspension dans ’eau stérile puis
incorporé les différentes dilutions de cette suspension. Ces dilution consiste tout d’abord 2 ajouté
une masse de terre (1g) a 9 ml d’eau distillés stérile dans un bécher stérile, puis on agite 2 I’aide
d’un agitateur pendant 5 minutes pour obtenir une dilution de 10, 4 partir de cette dilution on
obtienne la dilution 102 | en prenant 1 ml de la dilution précédent en utilisant une pipette de
pasteur stérile et ’ajoute a 9 ml d’eau distillés stérile dans un bécher stérile, de méme en prend 1
ml de la dilution 107 et I’ajoute 4 9 ml d’eau distillés stérile pour une dilution de 10™ . De la
méme manier on obtenu les autre dilutions (10,107 et 10°).

Ensuite on prend 1 ml de chaque dilutions (102,10 et 10 et le versé dans des boites de
Pétrie contenu le milieu nutritive PDA additionner d’antibiotique et laisser incuber pendant 7
jour a des conditions optimale de température de 28°C.

4.2.2.1solement a partir des racines

La méthode d’isolement est selon des critéres ; taille des racines, degré d’infection et la
nature de pathogéne et sa localisation dans la partie infecté (Davet et Rouxel, 1997).

Les racines obtenus sont découpés en petits fragments de 1-3 mm subit une désinfection
avec I’hypochlorite de sodium en solution aqueux pendant 30 secondes, ensuite avec ’eau
distillée on rince les échantillons 3 fois. A I’aide d’un papier filtre stérile, on séche les fragments
racinaire et les déposé, a I’aide d’une pince et anse de platine dans des boites de Pétrie stériles
contiennent le milieu nutritif PDA additionner d’antibiotique pour inhiber la croissance
bactérienne. Les boites sont incubées pendant 7 jours a une température de 28°C.

4.2.3.Isolement a partir des organes aériens

L’analyse de la microflore associée aux feuilles, tiges et écorces est réalisée a I’aide de la
méthode commun (Agrios, 2005). Elle consiste a la coupure des petits morceaux ou fragments
dans des zones d’infection (surtout & la bordure) de ’ordre de 5-10mm et de forme carré, a
’aide d’une lame de bistouri stérile.

Ensuite ces fragments sont placé dans un bécher contient de I’eau de javel pour stérilisation
pendant 30 secondes. Aprés on prend aseptiquement chaque fragment avec un intervalle de 10-
15 secondes entre deux fragments et les prolonger dans un bécher contient de 1’eau stérile pour
lavage trois fois. A I’aide d’une pince stérile les fragments sont déplacer vers un papier filtre
stérile, puis transféré dans des boites de Pétrie contenant le milieu PDA additionner

d’antibiotique « 3 fragment par boite ». Les boites sont incubées a 28°C pendant 7 jours.
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4.3. Purification des isolats
Pour la purification des souches fongiques, on fait des repiquages ; consiste a prélever, a
’aide d’une anse de platine stérile, un frottement a partir de la boite de pétri qui contient
plusieurs colonies jeunes trouvées au bord, ensuite faire passer la téte de 1’anse dans trois points
sur une boites de pétrie contenant le milien de PDA sans blesser la gélose. L’incubation est
réalisée a une température de 28° C pendant 3 jours (Davet et Rouxel, 1997).
4.4. Identification des isolats
L’identification  pendant longtemps été exclusivement basée sur 1’observation des
caracteres culturaux (température et vitesse de croissance, milieux favorables) et morphologiques
de I’espéce. Ces derniers sont constitués des paramétres macroscopiques (aspect des colonies, de
leur revers) et microscopique (aspect du mycélium, des spores, des phialides, des
conidiophores,...).
4.4.1.Critéres d’identification macroscopique
L’aspect des colonies représente un critére d’identification. Les champignons filamenteux
forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou granuleuses ;
parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (I’absence ou pauvreté du
mycélium aérien).
4.4.1.1. Le relief des colonies
1l peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies peut étre variable (molle, friable,
élastique ou dure).
4.4.1.2. La taille des colonies
Elle peut-étre trés variable en fonction des genres fongiques : petites colonies ou au
contraire, colonies étendues, envahissantes.
4.4.1.3. La couleur des colonies
Est un élément trés important d’identification ; les couleurs les plus fréquentes sont le
blanc, le créme, le jaune, marron, I’orange, le rouge allant jusqu’au violet ou le gris, le vert, le
brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au niveau du mycélium ou
diftuser dans le milieu de culture.
4.4.1.4. Les structures de fructification
la présence ou I’absence, au centre de la colonie, des structures de fructification sexuée
(cléistothéces) ou asexuée (pycnides) est aussi un élément important de diagnose (Botton ef al,

1990).
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4.4.2.Criteéres d’identification microscopique
L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait aprés mise d’une colonie
fongique a I’aide d’une anse de platine stérile sur une ‘lame contienne une goutte d’eau distillée,
puis recouvert avec une lamelle et sécher doucement avec la flamme de bec bunsen,
I’observation se fait a I’aide d’un microscope optique avec grandissement graduée de x10, x40 et
x100 pour observé la forme (Cahagnier et Richard, 1998).
4.2.2.1. Le thalle
Tous les champignons possédent un appareil végétatif constitué de filaments (hyphes) qui,
ensemble, forment le thalle filamenteux ou le mycélium ; le thalle peut étre siphonné ou septé
(Botton et al., 1990).
4.2.2.2. Les spores
Les spores qui sont le produit de la reproduction asexuée peuvent étre endogénes
(Mucorales) ou exogénes (chez les Ascomycétes, Basidiomycétes et Deutéromycétes):
e Les spores endogenes (endospores)
eLes spores exogenes (conidies, ’examen des spores et de leur organisation est une étape
importante de I’identification fongique (Botton et al., 1990)
¢ Aspect des spores
D’apres la forme et les modalités de septation, on distingue 5 groupes de spores ; les
amérospores , les didymospores, les phragmospores ,les dictyospores , les scolécospores .
» Modes de formation des conidies
Le mode thalligue
La formation des spores s’effectue a partir d’éléments préexistants du thalle. On peut
distingue deux variantes principales : thallique solitaire ou thallique arthrique.
Le mode blastique
les spores sont formées par bourgeonnement a partir de cellules conidiogénes différenciées
ou pas, puis une cloison se forme a 1’émergence de bourgeon et la cellule fille (la spore) se
sépare de la cellule mére. On en distingue plusieurs variantes ; acropéte, sinchrone, sympodial,...
(Botton et al., 1990).
» Mode de groupement des conidies
Les conidies sont, en général, regroupées a I’extrémité de la cellule conidiogene.
L’organisation de ce regroupement est aussi un facteur d’identification. Les principaux types

sont : grappes, masse, tétes ou balles, chaines basipetes, chaines acropétes (Botton et al., 1990).
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* Mode d’implantation des cellules conidiogénes
Les cellules conidiogénes peuvent naitre de structures plus ou moins élaborées issues du
mycélium végeétatif. Ceci est utilisé pour I’identification de genres et d’espéces (Watanabe,
2002).Les cellules conidiogénes non différenciées sont intégrées dans les hyphes, intercalaires ou
situées dans une position terminale, Les cellules conidiogénes sont différenciées. Elles peuvent
alors étre :
- directement insérées sur les filaments végétatifs
- bien distinctes des filaments végétatifs, portées par des conidiophores groupés ou dispersés
sur le thalle végétatif.
- conidiophores disposés parallélement les uns aux autres, agrégés en une gerbe sporifere
nommee coremie.
- conidiophores agrégés en coussinets superficiels nommé sporodochies .
¢ Présence de structures protectrices issues de la reproduction asexuée ou sexuée
Les structures protectrices issues de la reproduction asexuée sont les pycnides et les
acervules. Par contre Les structures protectrices issues de la reproduction sexuée peuvent étre de
plusieurs types: Les apothécies, les cléistothéques, les périthéces
¢ Présence des chlamydospores
Les chlamydospores sont des éléments de résistance qui sont formés a partir du filament

mycélien ou a son extrémité. Elles ont une paroi épaisse.
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Résultats et discussion d’étude pédologiques

Les résultats de I’analyse du sol montrés dans le tableau 9, révélent que les sols
de knoua sont riches en matiére organique (supérieur a 4%) et par conséquent en carbone et
en azote. Cependant, le sol prélevé des parcelles P1, P2 et P3 sont légérement plus riche en
matiere organique (P1 : 6,25% ; P2 :6.11%; 6,04%) et en phosphore (P1 :3,6392 ; P2 : 2,36268 ;
P3 : 0,7445) ug/g et pauvre en azote (P1 : 0,032% ; P2 : 0.016% ; P3 : 0,031%). Par contre les sols
prélevés des parcelles P4 et PS5 sont moins riche en matiére organique (P4: 5,89%; P2 : 5,84%)
et pauvre en phosphore (P1 : 0,12198; P2 : 0,21704) pg/g et riches en azote (P1: 0,176% ; P2 :
0,280%). Les résultats de 1’analyse du pH montrent que les sols sont caractérisés par une faible
acidité (entre 6,43a 6,78) (Mathieu et Dieltain, 2003).

Tableau 9: Résultats d'analyse de sol (zone de Kanoua)

Le pH : Le pH de la zone d’étude est généralement acide faible sur tous les parcelles entre
6,43 et 6,78. Les micromycétes peuvent se développer dans une large gamme de pH ; elles se
développent normalement pour des pH compris entre 3 et 8, leur croissance étant normalement
optimale entre 5 et 6 (Agrios, 2005).

MO : les champignons pathogénes restent inactifs sur les débris et la matiére organique 4pre la
mort de I’hdte, donc la quantité des MO peut induire un risque des champignons.

N : L’azote parmi les éléments major dans la nutrition des champignons, donc une
concentration élevée favorise leur développement .Dans la zone de Kanoua le taux de I’azote
est faible (0.016 et 0.28 %), malgré ¢a elle joue un role important.

P : La quantité de phosphore dans P1 et P2 est élevée par apport a les autres parcelles, car elle
est proche a des eux usée qui contient des produits chimique (produits de nettoyage) .Le

phosphore comme 1’azote favorise le développement des champignons

Done
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Discussion

Mucor, Absidia, Rhizopus et Penicillium, Aspergillus sont des espéces détectés partout
vivent sous formes des saprophytes sur la matiére organique en cour de ca décomposition, ses
conditions d’optimisation sont adaptées avec nos résultats d’analyse de la matiére organique
(Tableau 9). Les genres Mucor, Absidia, Rhizopus infectent les plantes au niveau arien surtout
aux organes morts ainsi que les fruits. Malgré ¢a ils peuvent provoquer des maladies au niveau
de racine (desséchement racinaire de cause vasculaire) (Agrios, 2005).

En autre, des études montrent que Penicillium provoque des pourritures vertes ou bleu au
niveau des agrumes (James et al, 2007). Ainsi, des études par Robin et Morall (2007)
montrent que les espeéces de Penicillium ont des effets sur la germination et le stockage des
fruits de chataignier (surtout C.sativa). Par contre des études réalisées par Tabuc et al. (2010)
montrent qu’Aspergillus est parmi les champignons responsables des dégats de palmier.

A notre étude les genres Absidia et mucors ont été isolé a partir du sol, racine et écorce.
Les genres Rhizopus, Penicillium et Aspergillus ont été trouvés dans tous les organes. D’apres
les symptomes observés sur les arbres de C.sativa et les symptdmes que les especes de ces
genres fongiques. Donc le Mucor, Absidia, Rhizopus, Penicillium et Aspergillus ne sont pas les

pathogeénes souhaités.
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Discussion

Les genres Pythium, Alternaria et Stemphylium, Botrytis, Chalara et Phoma sont isolés a
partir du sol, des racines, des branches et des feuilles, de ce fait ils peuvent cause des maladies
chez les plantes.

Le chancre qu’a été détecté au Citrus est due au Alfernaria qui provoque des
dépérissements des feuilles et desséchement ‘partielles des branches, par contre au chalara
qu’été détecté dans des lisions racinaires et pourriture de Palmier (bourgeons) (Agrios, 2005).
James et al. (2007) ont déduire que les pourritures au niveau des racines suivis par des lésions
et nécrose des écorces au arbre de chitaignier sont due au Pythium sp.

Phoma sp. sont en générale les agents responsable de la pourriture des culture du champ
et des plantes annuelles (Agrios ef al, 2005). D’autre étude de Kenneth —Horst (2008)
montrent que la rouille de I'Aiguille de sapin, et les défoliations et quelquefois la mort d'arbres
de forét est causée par Phoma sp.

Les tache foliaire au niveau des feuilles sont les principaux effets du Stemphylium sp,
mais des études montre qu’il peut étre responsable des pourriture noire et des nécrose; James et
al., 2007).

Botrytis sp a été détecté comme agent responsable de la pourriture des fruits comme
caractéres de parasitisme, c. sativa comme especes est I’un des espéces infecté au niveau des
fruits alors que les autre partie de la plante surtout les blessures sont des zones de refuge pour le
pathogéne (Agrios, 2005). En autre Zhu Xiao et al. (2009) et Vidhyasekaran (2004) ont détecté
la présence de Botrytis sp parmi les quelles Botrytis sp est un pathogéne causale de pourriture
gris sur les feuilles et rameaux.

A notre étude ces six genres ne sont pas détecté dans tout les parcelles, mais les organes
ou ils sont détecté différe, donc leurs pathogénicité est limités dans certaines organes, de ce fait
ils sont exclue des agents a pouvoir épidémique. Les symptomes visés aux niveaux des feuilles,
racines écorces et branches sont similaire de celle qui provoqués par Alternaria sp en générale

et moindre pour Pythium sp, Stemphylium sp, Botrytis sp, Chalara sp et Phoma sp.
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Discussion

Ces genres sont des champignons du sol, détectés au niveau des racines, feuilles et tiges.
Les études de Watanabe (2002) indiquant que le genre Fumago provoque des pourritures
molles sur les feuilles et les bourgeons. -

Des études faits par Kenneth-Horst (2008) et Watanabe (2002) ont consacré que les
espéces de Epicoccum peuvent provoquer le chancre de Myrthe et des taches foliaires. Autre
études de James et al. (2007).

D’autre études sur Curvularia montrent que les espéces de genre Curvularia sont trés
répondu aux maladies des parties aériennes (rouilles), mais des pourritures racinaire ont €té
détectés (Kenneth-Horst, 2008).

Les études concernant I’effet de Beltrania sp. et monilia sp. sont rares.

A notre étude, Epicoccum sp. Monilia sp. Beltrania sp. et Fumago sp. Ont été isole a
partir de quatre parcelles seulement, ce qui indique que ces genres ont un effet épidémique
limité. Les symptomes observés sur les arbres de C.sativa sont presque similaire aux
symptdmes qui sont provoques le genre Epicoccum (au niveau de la tige) et moindre pour
Fumago et Curvularia.

De ce fait les espéces de ces genre restent pathogene mais avec un effet limité, alors ne

sont pas les pathogéne recherché
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Discussion générale

Les résultats d'isolement montrent que les arbres du Castanea sativa sont a mycoflore
diversifié, les parametres de l'environnement jouant un rble trés important dans leurs
distributions sur les parcelles (Agrios, 2005). L'identification permet de classer les champignons

selon leurs effets sur la plante, ainsi que leur mode de vie.

Les genres Trichoderma et Arthrobotrytis malgré leur dispersion, ils sont des
champignons non pathogénes, par contre ils sont d'intérét (Agrios, 2005). D'autre genre comme
celle des mucorales (Mucor, Rhizopus et Absidia) ainsi que, Phoma, Epicoccum, Stemphylium,
Alternaria, Chalara, Botrytis, Curvularia, Pythium, Monilia, Beltrania, Fumago, Aspergillus, et
Penicillium. Sont disparssie mais avec des limite due a leur pathogenicité moindre, malgré qu' ils
ont des effet indésirable sur les organes de C.sativa (Zhu-Xiao et al. (2009), dons ce cas ces
genres ne sont pas des vrai pathogéne sur les arbre de C.sativa, Enfin, les genres Verticillium
Chrysosporium et Fusarium qu'ont une disperéion trés large due au pathogénicité tres éleve,
ainsi que les pratique culturel et la structure des parcelles, ces genre selon les étude de Agrios
(2005), Botton e al. (1990) et Guechi et al. (2005), sont des vrai pathogénes et ils sont les genre

les plus probable de provoquer les dégits de C.sativa.
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Conclusion

L objectif de notre travail consiste a I’isolement des souches fongiques & partir d’une
espece Castanea sativa (le chataignier), d’une zone méditerranéenne (Kanoua de la région de
Collo-Skikda), qui se soufre d’une épidémie dues a des facteurs inconnus. Et a la détection des

souches pathogeénes a partir d’une diagnose sur leur pouvoir pathogéne sur notre espéce étudide.

La démarche de diagnose débute par une observation des symptOmes localisée sur
déférents organes du chataignier. Et une investigation sur I’histoire de 1’épidémie, puis une
recherche bibliographique sur les mémes symptémes provoqués pour donner une hypothése sur

les agents causals de cette maladie.

L’échantillonnage se fait selon 1’état sanitaire des arbres a partir du sol et des organes

malades, avec trois répétitions pour chaque échantillon (amélioration des résultats d’isolement).

On a identifié les champignons isolé par des examens macroscopiques et
microscopiques; ont mis en évidence 67 souches réparties sur 21 genres différents avec des

taux parfois élevé et parfois bas: des genres non pathogénes ; Arthrobotrys sp., Trichoderma sp.

et des autres sont des contaminants ; Absidia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. et

Mucor sp.,et des autres pathogénes; Alterraria sp., Beltrania sp., Botrytis sp., Chalara sp.,

Chrysosporium sp., Curvularia sp., Epicoccum sp., Fumago sp., Fusarium sp., Monilia sp.,

Phoma sp., Pythium sp., Stemphylium sp., et Verticillium sp.

Selon une comparaison entre les symptdmes trouvés et ceux champignons isolés, on trouve
que les genres Fusarium, Chrysosporium et Verticillium ayant la grande probabilité de provoquer

ces symptomes.

En fin, on a isolé et identifié plusieurs champignons qui sont connus comme des agents
phytopathogéne. Parmi ces champignons, certains sont capables de provoquer les symptomes
observés. Mais la confirmation sera été par des études suivantes confirmatives pour préciser

’agent pathogene et le lutter.

A la région de Kanoua, Jusqu’a maintenant C. sativa restent en souffre a cause d’un
champignon probable. On espére que la recherche suivante résolue cette épidémie et sauve des

milles de C.sativa.
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Annexe I

Protocole de détermination de la matiére organique

Le dosage de la matiére organique est réalisé a partir du dosage de carbone organique qui
le constituée (estimée a 58%) d’ou la formule suivants :
C.O%*1.724=M.0%
Le protocole suivie est selon la méthode de Walkley et Black modifiée ;
e peser un poids 0.5g de terre broyée tamisée a 2mm et verser dans un fiole conique.
® gajouter 10ml de la solution de bichromate de potassium a la pipete, ensuite agiter
doucement la fiole conique.
e avec I’éprouvette prenne 20ml d’acide sulfurique et les verser dans la suspension et agiter
pendant une minute.
® laisser reposer 30minutes.
e ajouter 150ml d’eau distillé pour stopper la réaction d’oxydation.
® ajouter 6 gouttes d’indicateur.
e remplir une burette de 50 ml avec la solution de sulfate d’ammonium-fer (II)
hexahydraté.
e doser avec la solution de la burette en laissant couler celui-ci goutte a goutte au centre de
la suspension a doser, tout en agitant continuellement. jusque au virage de la couleur de violet
au vert.
e traiter un échantillon témoins sans terre en méme temps et dans les mémes conditions.
> Le calcule de C.0% est réaliser selon les étapes suivants : .0 % * 1.724 = M.0 %



Annexe IT
Protocole de mesure de phosphore totale

Le dosage du phosphore total & été effectué selon la méthode d’Olson et Sommers (1982) dont
les principales étapes sont :

>

peser de 1 g de sol sec tamisé & 0.5mm et de 5 g de carbonate de sodium puis mélanger et

placer dans un creuset en platine.

>
>

>

Le calcule de la concentration est selon la formule suivantP (ug.g™1) =

ajouter de 1g de carbonate de sodium au dessus de mélange précédant.

chauffer doucement le creuset a laide d’un bec bunsen afin d’évaporer tout éventuelle
humidité.

placer la couvercle sur la creuset de fagon a laisser 1/5 du creuset non couvert , ensuit
chauffer 4 1’aide de bec bunsen avec flamme petit et maximum pendant 10minutes et 15 a
20minute a la suite.

laisser refroidir aprés fusion.

Transvaser le contenu du creuset dans une fiole jaugée de 250 ml avec 30 ml de solution
de I’acide sulfurique (4.5mol/1).

Ajouter 25 ml de solution d’acide sulfurique (1 mol/l) dans un bécher de 100ml contienne
le creuset et son couvercle puis chauffer jusqu’a I’ébullition. Ensuite transvaser la solution
et les sédiments dans la fiole de 250ml et ajustement de volume avec ’eau distillé, et
homogénéiser.

Mesurer le pH et I’ajuster a 5.

Ajouter 5 ml de solution d’acide sulfurique (2mol/l) et 5 ml de la solution de molybdate
d’ammonium et agiter.

Ajouter 4 ml de la solution d’acide ascorbique et d’antimoine, et ajustement de volume
(50ml) avec I’eau distillé puis homogénéiser.

Laisser la coloration se développe pendant 10minute.

La mesure de ‘absorbance de chaque solution au spectrophotométrie a 860nm en prenant
la solution étalon 4 Opg.ml™ comme référence.

Aprés la lecture au spectrophotométre, préparer un graphique dont I’axe des x étant
I’absorbance et I’axe des y représente la concentration en phosphore pg.ml™ des solutions
étalons. Tracer la droit d’étalonnage et déterminer 4 1’aide de cette droit la concentration

de phosphore pg.ml™ contenu dans I’échantillon.
C*V

T = 250C.

Ou C présent le microgramme de phosphore déterminer sur la courbe d’étalonnage peml?, Vv
présent le volume d’extraction en ml (250ml) et S représente le poids de la prise de terre en g

(1g).

I}



Annexe ITI

Les milieux de culture :

e Milieu PDA

Pomme deterre ....oovvvvvniininninenn 200g
AGaT.. .ot 20g
GlUCOSE. .cnveereeee e 20g
Eau distillée.......c.coveveineiiiiiiinnnn, 11

e Milieu DE Czapek-Dox

NANO3. ..o 2mg
Chlorure de potassium...........cccoouvvan 0,5g
Sulfate de magnésium...........covieinannes 0, 5g
Sulfate ferreuX......ocovviiiiiiiinienennn. 10mg
Phosphate de potassium..................eeee g
Saccharose.....ooevvveevineiaieneiiiniinninnn 30g
AZAT..eoieiiiiiiiiiii e 20g
Eaudistillée......cocovevnivieiiiiniiiiiiiiin 11

HI



Annexe IV

Matériels (Appareillage et solutions)
L’appareillage et les solutions utilisables sont présentés par les éléments d’échantillonnage
au terrain et les éléments du laboratoire suivants :

» Réfrigérateur de température constante de 7°C (+-2°C)

» Balance de précision (+- 10 mg) de portée adaptée (0.10 g 4 100 g)

> Bec Benzen

» Microscope optique équipé des objectifs x10, x40 et x100 & immersion
» Micropipettes (gamme de 100-1000ul) et emboles

> Autoclave a 105°C

> pH metre

» plaque chauffant et vortex

> utiles en agriculture et pédologie (Tari¢re...)

> Pince anse de platine sécateur

» Verrerie
o Béchers (10, 100, 250, 500 ,1000 ml)
o Flacons autoclavables (250, 500 ml)
. Tubes a essai
° Pipetes graduées (1, 5, 10, 20, 25ml)
) utiles des analyses du sol

» consommables
. Papier aluminium, papier filtre, slovéne, étiquettes et sac noire en plastique
. lames et lamelles
o boites de Pétri en plastique
. pipetes Pasteur

» Solution et produits

o eau distillée et eau distillée stérile.
. 1’alcool (60%) et eau de javel (hypochlorite de sodium)
. produits de préparation des milieux de culture et conservation

. produits d’analyse de sol (Mathieu et Pieltain, 2003)

1\Y



Annexe V

Résultats d’isolement : les résultats d’isolement sont résumés dans le tableau

Stations et | Référence type Souche Souche;, Souche ;3 Souche 4
parcelles d’échantillon

Sta;Par1 | P1A, Sol 10 | Blanc Vert Jaune

Sta;Par 1 | P1A, Sol 10 Vert blanc

Sta;Par 1 | P1A, Sol 107

Sta; Par 1 Pl1A, Débris blanc

Sta; Par 1 P1A, racines Jaune Noir Vert Blanc
Sta; Par 1 P1A, Ecorces Vert Noir

Sta; Par 1 | P1A, Tiges Blanc Noir Vert Blanc
Sta;Par 1 | P1A, feuilles Vert Orange Blanc Noir
Sta;Par 1 | P1A, Sol 107 Blanc Verts

Sta; Par 1 Pl1A, Sol 10% Blanc

Sta;Par 1 | P1A, Sol 10° | Noire

Sta, Par 1 Pl1A, Débris Vert

Sta, Par 1 P1A, racines Vert Blanc

Sta, Par 1 Pl1A, Ecorces Blanc Vert foncé

Sta; Par 1 P1A, Tiges Blanc Noires

Sta, Par 1 P1A, feuilles Blanc

Sta;Par 1 | P1A; Sol 107 Vert claire | Marron Blanc Rouge
Sta; Par 1 P1A; Sol10™ Vert foncé | Vert claire

Sta;Par 1 | P1A; Sol 10

Sta, Par 1 P1A; Débris Blanc Vert

Sta; Par 1 Pl1A; racines Blanc

Sta; Par 1 Pl1A; Ecorces Blanc Vert claire

Sta;Par1 | P1As Tiges Vert claire

Sta;Par1 | P1As Feuilles Blanc Vert foncé

Sta;Par2 | P2A, Sol 10 Vert Blanc

Sta;Par2 | P2A; Sol 10* Orange Vert

Sta;Par2 | P24, Sol 10°

Sta;Par2 | P 2A, Débris Blanc Noire

Sta; Par2 | P 2A, racines Noire Vert claire




Sta; Par 2 P 2A, Ecorces Vert foncé | Blanc

Sta;Par2 | P2A, Tiges Vert claire

Sta;Par2 | P2A, feuilles Blanc

Sta;Par2 | P2A, Sol 107 Blanc Vert foncé

Sta; Par 2 P2A, Sol 10* Blanc Vert foncé
Sta;Par2 | P2A, Sol 10°

Sta; Par 2 P 2A, Débris Jaune Blanc

Sta; Par 2 P 2A, racines Vert foncé

Sta;Par2 | P2A, Ecorces Vert foncé

Sta, Par 2 P 2A, Tiges Blanc Vert claire

Sta; Par 2 P 2A, feuilles Gris Blanc

Sta; Par 2 P 2A; Sol 107 Gris Vert claire
Sta;Par2 | P 2A, Sol 107 Gris Vert foncé | Blanc Orange
Sta;Par2 | P2A; Sol 10°

Sta;Par2 | P 2A; Débris Blanc Vert foncé

Sta; Par 2 P 2A; racines Vert claire
Sta;Par2 | P 2A; Ecorces Vert claire
Sta,Par2 | P 2A; Tiges Vert foncé | Blanc

Sta;Par2 | P2A; feuilles Blanc

Sta,Par3 | P 3A, Sol 107 Blanc

Sta,Par3 | P 3A, Sol 10” Blanc

Sta,Par3 | P 3A, Sol 107 Blanc

Sta, Par 3 P 3A, Débris Noire Blanc Vert foncé
Sta,Par3 | P 3A, racines Orange Vert foncé | Rouge
Sta, Par 3 P 3A, Ecorces Noire Blanc

Sta,Par3 | P 3A, Tiges Blanc

Sta,Par3 | P 3A, feuilles Rouge Blanc

Sta, Par 3 P 3A, Sol 10™

Sta, Par 3 P 3A, Sol 10

Sta, Par 3 P 3A; Sol110°

Sta, Par 3 P 3A, Débris Blanc Vert claire | Noire
Sta, Par 3 P 3A, racines Blanc

Sta, Par 3 P 3A, Ecorces Vert claire

Sta,Par3 | P 3A, Tiges Vert foncé | Blanc

Sta, Par 3 P 3A, feuilles Violet

Sta,Par3 | P3A; Sol 107 Vert claire | Gris Jaune
Sta,Par3 | P 3A; Sol 10™ Gris Gris




Sta,Par3 | P 3A; Sol 10° Blanc Gris

Sta, Par 3 P 3A; Débris Noire Blanc

Sta, Par 3 P 3A; racines Rose

Sta, Par 3 P 3A; Ecorces Noire Vert claire

Sta,Par3 | P 3A; Tiges Vert Noire blanc

Sta,Par3 | P 3A; feuilles Noire

Sta,Par4 | P4A, Sol 107 Vert Rouge Blanc Noir
Sta, Par4 | P 4A, Sol 107 Vert Rouge Blanc Marron
Sta,Par4 | P 4A, Sol 10°° Vert orange Noir Blanc
Sta, Par4 | P 4A, Débris Vert Blanc

Sta,Par 4 | P 4A, racines Vert Blanc Gris

Sta, Par 4 P 4A, Ecorces Vert

Sta, Par4 | P 4A, Tiges Noir Blanc

Sta, Par 4 P 4A, feuilles Marron Vert

Sta,Par 4 | P 4A, Sol 107 Vert Violet Blanc

Sta;Par4 | P 4A, Sol 10 Vert Noir

Sta,Par4 | P 4A, Sol 10° Vert Blanc Gris

Sta, Par 4 P 4A, Débris Blanc

Sta, Par 4 P 4A, racines Noir Blanc

Sta, Par 4 P 4A, Ecorces Noir Blanc Vert

Sta, Par 4 P 4A, Tiges Noir Blanc Vert

Sta, Par4 | P 4A, feuilles Noir Blanc

Sta;Par 4 | P 4A; Sol 107 Gris Vert Jaune

Sta,Par4 | P 4A; Sol 10™ Gris

Sta,Par4 | P 4A; Sol 10 Gris Blanc

StaPar4 | P 4A; Débris Blanc Noir

Sta,Par4 | P 4A; racines Rose Marron

Sta,Par4 | P 4A; Ecorces Vert Noir

Sta,Par4 | P 4A; Tiges Noir Blanc

Sta, Par4 | P 4A; feuilles Noir

Vi1



Sta;Par5 | P 5A, Sol 107 Vert Rose Orange
Sta;Par 5 | P 5A, Sol 10” Vert

Sta;Par 5 | P 5A, Sol 10 Blanc Noir

Sta;Par5 | P5A, Débris blanc Vert Noir
StazPar5 | P5A, racines Blanc Vert Jaune

Sta; Par 5 P 5A, Ecorces Noir Vert

Sta; Par 5 P 5A, Tiges Noir Vert Noir

Sta; Par 5 P 5A, feuilles Blanc Noir Orange
Sta; Par 5 P 5A, Sol 107 Blanc Marron Jaune Vert
Sta;Par5 | P 5A, So110* Blanc Vert

Sta;Par5 | P 5A, So110° Vert Blanc

Staz;Par5 | P 5A, Débris Vert Noir Blanc
Staz;Par5 | P 5A; racines Vert Blanc

Sta; Par 5 P 5A; Ecorces Blanc Vert Rose

Sta; Par 5 P 5A, Tiges Blanc Vert Jaune

Sta; Par 5 P 5A, feuilles Noir Vert Blanc
StazPar5 | P 5A; Sol 10™ Marron Blanc Vert claire
Sta; Par 5 P 5A; Sol 10™ jaune Blanc Vert claire
Sta;Par 5 | P 5A; Sol 10° Jaune Vert claire

Staz;Par5 | P 5A; Débris blanc Noire Vert foncé
Stas Par 5 P 5A; racines Blanc

Sta; Par 5 P 5A; Ecorces Vert claire

Sta;Par5 | P 5A; Tiges Vert foncé | Blanc

Sta; Par 5 P 5A; feuilles Orange Noire Vert foncé

Vil







