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Résume

Lors des prospections réalisées sur deux ans a travers les principales régions céréalieres du pays,
la septoriose était la maladie la plus fréquente. Mycosphaerella graminicola est un pathogene trés
répondu 1a ou le blé est cultivé en Algérie ; la sévérité de la maladie durant ces deux campgnes
a dépassée 60%.

Nous avons pu réussir deux types d’échantillonage : inter-régional et intra-régional qui
nous ont permis de réaliser une étude cultural et morphologique de M. graminicola. Ces deux
premieres études complémentaires nous ont permis de mettre en evidence la variabilité culturale et
morphologique des populations de M. graminicola. Cette conclusion a été confirmée par 1’étude du
pouvoir pathogene des isolats de M. graminicola qui ont encore une fois démontrés une variabilité
hautement significative.

Ce qui distingue notre travail des travaux réalisés au paravant en Algérie, c’est I’obtention
du téléomorphe in vitro. Ce résultat ouvre des perspectives de recherche trés importantes sur M.
graminicola en Algérie.

Mots clés : M. graminicola, variabilité culturale, variabilité morphologique, variabilité
pathologique, téléomorphe, Bl¢é dur et bl¢ tendre.
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Abstract

Duringsurveysconductedover twoyearsthroughthemajorgrain producing regionsof the country,
septoriadiseasewasmostcommon. Mycosphaerella
graminicolaisahighlypathogenicrespondedwherewheatisgrownin Algeria,
theseverityofthediseaseduring thetwocampgneshasexceeded60%.

Wewere able topass twotypesofsampling: inter-regional and intra-regional allowing usto
conduct astudyofculturalandmorphologicalM. graminicola. Thesefirst twoadditional studieshave
allowed usto put inevidencetheculturalandmorphologicalvariabilityofpopulationsM. graminicola.
Thisconclusionwasconfirmedby  thestudyofpathogenicisolatesM.  graminicolawhohaveonce

againdemonstratedahighly significantvariability. Whatdistinguishesourworkwith
paravantworkinAlgeriaisgettingthe  perfect formin vitro. Thisresultopens upimportant
researchonM. graminicolain Algeria. Keywords : M. graminicola, culturalvariability,

morphological variability, variabilitypathologicalperfect form, andDurumwheat.
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Liste des abréviations :

A : Abondante

AS : Aspect des colonies

B : Blanc

BO : Bordure

C : Circulaire

CL : Couleur

CO : Cotonneuse

DP : Densité Pycnidienne

ENSA : Ecole Nationale Supérieure Agronomique
ET : Etendue

F : Filamenteuse

FO : Forme

GC: Gris clair

GO: Gris obscur

I : Irréguliére

IDGC : Institut Des Grande Cultures
ITGC : Institut Technique des grandes cultures
LE : Levure

L : Lisse

M : Mycélienne

MBB : Mohamed Ben Bachir

MG.BD.03.01A : MG (Mycosphaerella graminicola), BD (blé dur), 03 (2003), 01(Isolat
01) et A (localisation A).

MR : Moyennement Résistante
MS : Moyennement Sensible
NUV : Near Ultra Violet

ON : Ondulée

O : Opaque

P : Pauvre

PDA: Potato Dextrose Agar
Pl : Période d’Incubation

PL : Période de Latence
PVC : Chlorure de Polyvinyle
R : résistante

RE : Rose

RA : Radieuse (brillante)

RC : Rose clair
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RO : Rose obscur

RU : Rugueuse

S: Sensible

SFN : Surface Foliaire Nécrosé
SI: Structure interne

SLB: Speackled Leaf Blotch
SO: Solide

SP: Sporulation

ST : Stromatique

T : Transparente

TC : Type de culture

TR : Trés Résistante

V: Variété

YMA: Yeast Malt Agar
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systéme
alimentaire et dans I'économie nationale (Djermoun, 2009). La consommation en produits
céréaliers se situe a un niveau proche de 205 kg/habitant/an (Chehat, 2007). La préférence
du blé dur reste trés profondément ancrée dans nos habitudes alimentaires. Cette céréale
et ses dérivées constituent I'épine dorsale du systéme alimentaire algérien et fournissent
plus de 60% de I'apport calorique et 75 a 80% de I'apport protéique de la ration alimentaire
(Jouve et al, 1995). Les enjeux liés aux céréales sont considérables du fait de leur poids
dans l'alimentation de la population, dans I'agriculture et dans I'ensemble de I'économie. Le
blé en particulier est soumis aux effets des maladies pouvant réduire significativement le
rendement grain et la qualité de ce dernier.

Les maladies parasitaires causant des taches ou rayures peuvent étre divisées en deux
groupes. Un de ces groupes est représenté par les maladies fongiques pour lesquelles
le pathogéne se manifeste directement sur le feuillage. Le second groupe comprend les
champignons qui induisent des symptédmes dont les signes sont absents ou non visibles
a lceil.

La septoriose causée par le pathogéne Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J. Schrot.
est davantage la maladie qui a de sérieuses conséquences sur la culture du blé et qui
est largement répandu dans le monde (Eyal et al., 1985 ) . Au Maroc, la maladie la plus
dominante dans les champs de blé durant 'année 2008, est la septoriose causée par M.
graminicola (MAZOUZ et al., 1995). La septoriose causée par M. graminicola est capable
de réduire les rendements de plus de 60% en cas d’une forte attaque (Cowger et al., 2002 ).

Les principaux facteurs affectant la sévérité de la septoriose sont la température et
I’humidité durant la période de croissance de la plante hote (Eyal, 1981; Palmer et Skinner,
2002). En particulier I'utilisation croissante de fertilisants, la pratique de la densité du semis
élevée, le semis précoce et I'utilisation de variétés semi naines a haut rendement (blé
mexicain), ont abouti a une modification du microclimat de la culture, conditions favorables
au développement des septorioses (Leath et al., 1993 ; Camacho-casas et al., 1995 ). Ainsi
les cultures intensives ont largement contribué au développement des septorioses.

Afin d’assurer une durabilité des systemes de production, les stratégies élaborées pour
lutter contre les maladies, doivent tenir compte des facteurs évolutifs et épidémiologiques
qui affectent les pathogénes (Cowger et al., 2002).

Mais étant donné que ces stratégies sont appliquées sur des échelles spatiales et
temporelles qui ne se prétent pas a I'expérimentation, leur efficacité et leur durabilité dans le
temps ne peuvent étre évaluées que par des modéles de simulation. En d’autres termes, les
paramétres qui alimentent ces modéles doivent étre mesurés sur le terrain, d’ou I'importance
d’effectuer des études sur des facteurs épidémiologiques et les populations de pathogénes
(Boeger et al., 1993).

Plusieurs auteurs distinguent deux formes de dissémination de M. graminicola a partir
d’'une source d’inoculum. L’infection par la septoriose peut survenir dés le stade début
tallage grace a deux principales sources d’inoculum : soit par les ascospores circulant dans
I'air libérées a partir de fructifications sexuées formées sur les résidus de culture soit par les

11
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pycnidiospores issues des fructifications asexuées qui se trouvent dans les tissus infectés

(Burdon et Silk, 1997).

L'ascomycete haploide et hétérothallique M. graminicola se propage donc par deux
modes. Le premier est celui des ascospores qui peuvent étre transportées par le vent
jusqu’a quelques centaines de kilomeétres (Carlier, 2005). Le deuxiéme mode est celui des
pycnidiospores (produites par la forme asexuée) qui se dispersent surtout sur de courtes
distances, sur la plante elle-méme et sur les plantes avoisinantes. Le processus de mutation
et de reproduction sexuée est une source importante de diversité génétique (Boeger et al.,
1993 ; Hunter et al., 2004). Le flux de génes entre les populations, permet la propagation
épidémiologique d’un individu a un autre et d’'une région a une autre (Keon et Hargreaves,
1994). Des études récentes sur les populations de M. graminicola nous renseignent sur le

niveau et la distribution de la variabilité de I'agent pathogéne (Kema et al., 2002).

En Algérie, les seuls travaux antérieurs réalisés sur cette maladie, ont porté sur
I'anamorphe Septoria tritici. (Lyazidi, 2002 ; Touati-Hattab, 2005 ; Ben Kortby, 2006). Aucun
travail n’a été réalisé sur le téléomorphe M. graminicola. Notre travail s’inscrit donc dans le
cadre d’une étude sur la diversité culturale, phénotypique et pathologique de M. graminicola

ainsi que I'obtention de la forme parfaite source possible de variabilité en Algérie.
L’objectif de notre étude porte donc sur les aspects suivants :

Etude systématique d’'une collection d’isolats de M. graminicola par des critéres
biologiques (culturale, morphologique et pouvoir pathogéne) afin de caractériser tous les

isolats de la collection.

Réalisation des croisements in vitrodans le but d’identifier les groupes de compatibilité,

MAT 1-1 et MAT 1-2 donnant naissance a la forme parfaite.

12
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1 ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Présentation de la culture du blé

1.1.1 Historique et origine de la culture du blé

Le blé est une plante annuelle appartenant a la famille des poacées (Gramineae = poaceae)
qui comprend plus de 10 000 espéces différentes (Mac Key, 2005). Plusieurs espéces de
ploidie différente sont regroupées dans le genre Triticum qui est un exemple classique
d’allopolyploidie, dont les génomes homéologue dérivent de I'’hybridation inter espéces
appartenant a la méme famille (Levy et Feldman, 2002). Le blé est la céréale la plus cultivée
et la plus consommée a travers le monde. La facilité avec laquelle il peut étre produit et
I'existence de variétés adaptées a différents milieux, permettent de cultiver le blé dans un
grand nombre de pays. Il existe plus de vingt mille variétés de blé et chaque année des
centaines de nouvelles sont créées (Doussinault et al., 2001).

La culture des céréales en Afrique du Nord remonte a la plus haute antiquité. Il semble
qu'elle soit antérieure a la colonisation phénicienne, dont les premiers établissements datent
du 12¢ siécle avant J.-C. Carthage était considéré comme le port d'exportation des céréales
dontle commerce dans la méditerranée n'a pas cessé a travers les ages d'étre extrémement
important. A I'époque ou Rome, aprés avoir détruit puis reconstruit Carthage, la culture des
céréales était largement pratiquée sur les plateaux Sétifiens en Algérie (Gautier, 1930).

Le mot blé a longtemps désigné toute la famille des céréales (au nombre de 13), dont
le seigle, le sorgho et le mil. Mais le nom latin Triticum, plus précis, fait référence a trois
groupes distincts par leur nombre de chromosomes : le Triticum diploide(2 N = 14), Triticum
tétraploide (2 N = 28) et Triticum hexaploide (2 N = 42). Aujourd’hui, le blé cultivé a travers le
monde entier est largement représenté par deux espéces : le blé tendre (Triticum aestivum
L.) et le blé dur (T. durum.) (Doussinault et al., 2001).

La forme domestique de T. durum ssp durum est trés bien adaptée dans la région
méditerranéenne. Cette espéce est particulierement utilisée en Afrique du Nord pour la
fabrication du couscous servant de plats traditionnels notamment en Algérie et pour la
production des pates industrielles en ltalie.

Limportance du blé pour 'homme ne peut étre sous estimé puisque 35% de la
population consomment cette denrée comme aliment de base (Kema, 1996).

L'estimation de la demande globale du blé vers les années 2020 peut varier entre 840
et 1050 millions de tonnes et la moyenne globale du rendement devrait augmenter a 2,5
t/ha (Simon, 2003).

1.1.2 Situation de la culture du blé en Algérie

En 1830, au début de la colonisation frangaise en Algérie, le blé dur est cultivé seul dans les
régions telliennes ; le blé tendre ne figurait qu’a I'état de traces dans certaines emblavures
(Gautier, 1930). On admet généralement que la culture a commencé et s’est développée
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en Algérie au lendemain de la conquéte arabe. La plupart des auteurs s’accordent pour
considérer que la céréaliculture algérienne est depuis cette date et jusqu’a la colonisation,
trés largement dominée par le blé dur (Laumont et Erroux, 1961).

Dans I'espéce Triticum durum, les génotypes locaux traditionnels semblent constituer
des idéotypes a nos conditions de culture (Benlaribi et Monneveux, 1988 ; Ali Dib et
Monneveux, 1992). Ce caractére leur a permi d’étre utilisés comme géniteurs dans les
travaux d’amélioration, présentés par Hurd au USA dés 1968, cas de la variété Pellissier,
et ce, en raison de la longueur particuliere de ses racines (Hazmoune, 1999)

La surface totale de I'Algérie est de 238 millions d’hectares dont 191 millions d’hectares
sont occupés par le sahara. La superficie agricole représente 3% de ce total. La surface
agricole utile est de 7,14 millions d’hectares dont prés de la moitié est laissée en
jachére chaque campagne. Les cultures herbacées couvrent 3,8 millions d’hectares. La
cérealiculture constitue la principale activité, notament dans les zones arides et semi arides.
Les terres annuellement emblavées représentent 3,6 millions d’ha, soit 50% des terres
labourées (MADR, 2007).

Actuellement, I'Algérie se classe au premier rang mondial pour la consommation des
céréales avec une moyenne dépassant latgement les 183,94 Kg/hab/an, comparativement
a 'Egypte dont la moyenne est de 136,61 Kg/hab/an et a la France dont la moyenne est
de 99,93 Kg/hab/an (FAO, 2007).

De 1995 a 2005, le marché algérien a absorbé, en moyenne annuelle, 4 244 903 tonnes
de blé dont 74,.44 % de blé dur, soit 2 990 265 tonnes représentant une valeur de 858
millions de dollars, dont 60,.36 % de blé dur, ce qui équivaut a 578 millions (Chehat, 2007).

Les variétés locales traditionnelles Hedba 3, Mohamed Ben Bachir, Bidi 17, O. Zenati
368, etc. sont maintenues depuis leur sélection bien avant 1961 jusqu’a nos jours et ce
malgré leur faible potentiel de production, mais avec un rendement plus ou moins stable,
quelque soit 'année (Tabl.1).

Tableau 1 : Principales variétés de blé dur cultivées en Algérie entre 1961-1995 (IDGC, 1974 ; ITGC,

1995).
1961 1974 1995
Bidi 17 Hedba 3 MBB Bidi 177 Hedba 3 MBB Bidi 17 Hedba
8037 O.Zenati 803  0O.Zenati 368 T |3 MBB
368 Adjini 9 Biskri Polo/ZB  Inrat 69  Cocorit 8037 0.Zenati
AC2 Boghar 8025 Labeter 71 MT Pellier  Joric 69 368 T Polo/
8024 Mahmoudi 8041 Mekki ZB Inrat
16-470 Langlois Tessalah 69 Cocorit
274 TleMcen 297 Saba Zena/ 71 Mt Pellier
Bout Ziban Capeiti Gloire
Mt
G Mexicali Guemgoum Sahel
77 vitron Waha
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Le rendement du blé est influencé par plusieurs facteurs, comme le travail du sol,
le désherbage, la date de semis et la fertilisation du sol (Sayoud et Benbelkacem,
1996). De plus, cette culture est trés sensible aux insectes nuisibles, comme le puceron
vecteur de maladies virales et aux maladies causées principalement par les champignons
phytopathogénes tels les rouilles (jaune, brune et noire), le piétin verse, I'oidium, le charbon,
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plus récemment la tache bronzée et |la septoriose. Cette derniére a pris de 'ampleur depuis
l'introduction des variétés mexicaines a haut rendement.

1.2 Présentation des Septoria spp. des céréales

Le genre Septoria renferme plus de 2000 espéces dont la plupart sont phytopathogénes.
Ainsi plus de 100 espéces attaquent les céréales et les plantes d’'une grande importance
économique (Eyal et al., 1987 ; Cunfer et Ueng, 1999). Elles sont la cause primaire de divers
types de taches foliaires, bigarrures et nécroses.

Chacune des parties aériennes de la plante hote peut étre attaquée, selon le stade de
croissance et les facteurs externes (Zillinsky, 1983 ; Cunfer et Ueng, 1999). Contrairement
aux rouilles, ces pathogénes peuvent avoir un développement saprophyte sur les tissus
morts (Simon, 1983).

1.2.1 Principales espéces de Septoriaspp. inféodées au blé

Pendant longtemps, toutes les espéces responsables de la tache septorienne ayant des
conidies plus ou moins filiformes produites dans des pycnides étaient classées dans le genre
Septoria (Septoria tritici et S.nodorum). Par la suite, a cause des différences dans la forme
des conidies, quelques unes ont été classées sous le nouveau genre Stagonospora (Bissett,
1982 ; Boerema et al., 1992). Les deux principales espéces de septoriose du blé sont :

1.2.1.1 Phaeosphaeria nodorum (E. Miill.) Hadjaroude. (1968) décrite sous le
nom de Leptosphaeria nodorum E. Miill.(1952) (anamorphe = Stagonospora
nodorum (Berk.) E. Castell. & Germano, synonyme Septoria nodorum (Berk.)
Berk. (1845)

Stagonospora nodorum (Berk.) est I'agent causal de la tache séptorienne des glumes
(Cunfer et Ueng, 1999). Cette espéce assez polyphage attaque le blé, le triticale, le seigle
et 'orge. Ses conidies sont plus courtes, plus épaisses et plus droites que toutes les autres
especes de Septoria qui sont plus filiformes. A maturité, elles sont munies d’'une a trois
cloisons transversales bien distinctes et mesurant alors 15 a 24 ym X 2,5 a 4 ym (Zyllinsky,
1983). Les pycnides sont plus distinctes que celles de Septoria tritici, et a maturité exsudent
du cirrhe de couleur rose (Zillinsky, 1983). S. nodorum est connu aussi comme agent de
fonte de semis et est transmis par la semence (Eyal et al., 1987). En cas de fortes attaques,
les graines encore vertes présentent une tache brune dorsale trés visible (Rapilly et al.,
1973).

1.2.1.2 Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J. Schrot. In Cohn (Anamorphe
Septoria tritici Roberge in Desmaz)

Cette espéce attaque surtout le blé, mais peut étre rencontrée sur le triticale, le seigle, et
rarement sur certaines espéces d’avoine. La maladie débute par I'apparition sur le feuillage
de petites taches irréguliéres, de couleur brun rougeatre, que les nervures contraignent a
s’étendre longitudinalement (fig.1). A ce stade, apparaissent des pycnides noires sur les
taches d’ou la dénomination anglaise de tache foliaire mouchetée (Speckled Leaf Blotch).
Les pycnides sont bien distinctes et s’alignent en paralléles le long des nervures.
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Figure 1 : Tache foliaire mouchetée longitudinale typique de M. graminicola sur le blé.
( _http://ohioline.osu.edu/ac-fact/0002.html )

A

L]

Figure 2 : Pyncide et pycnidiospores de M. graminicola (A : conidies ; B :
conidiophore ; ¢ : Section verticale d’une pycnide (Sutton et Waterston, 1966)

Les conidies de I'anamorphe S.triticise présentent comme des batonnets allongés,
étroits, courbés, filiformes et mesurent ordinairement a maturité 40 a 80 um X 1,7 a 3 ym
(fig.2) (Zillinsky, 1983). Les ascospores de M. graminicola au nombre de 8, sont bicellulaires,
elliptiques et disposées irréguliérement a I'intérieur d’un asque, dont 'une des deux cellules
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a tendance a étre légérement plus large que l'autre ; elles sont hyalines, de dimension 9 —
15 um x 2,5 — 3 ym (Sanderson 1972 in Hoorne et al., 2002).

La septoriose du blé, appelée communément « la tache septorienne » est donc causée
par les trois espéces M. graminicola (Fuckel) J. Schrot, Stagonospora nodorum (Berk.)
E.Castell. et Germano et Stagonospora avenae.f.sp. tritici Bissett.Les deux premiéres
espéces sont les plus importantes. Ces deux principales espéces se rencontrent dans
plusieurs régions du monde (Eyal et al., 1987).

1.2.1.3 Stagonospora avenae (A.B.Frank) Bissett

Septoria avenae A.B.Frank est'agent causal de la tache moucheté de I'avoine ; et S. avenae
f. sp. tritici Bissett 'agent causal de la tache des feuilles du blé, orge et seigle (Cunfer et
Ueng, 1999).

Les conidies ressemblent a celles de S. nodorum, et mesurent 20 a 45 um X 2,5a 4
um (Zilinsky, 1983). L a plus part des spores sont droites avec des extrémités Iégérement
courbés et possédant en majorité 3 a 4 cloisons. Cette maladie donne des taches de couleur
brune chocolat qui virent au gris brun pale et sont alors difficiles a distinguer de celle
provoquées par les autres espéces (Zillinsky, 1983).

1.2.2 Importance économique de la tache septorienne du blé dans le
monde et en Algérie

M. graminicola est présent partout dans le monde, la ou le blé est cultivé (Eyal et al.,
1987). La tache septorienne a M. graminicola est 'une des maladies les plus destructives
du blé a travers le monde (Saari et Wilcoxon, 1974 ; Eyal et Ziv, 1974 ; Eyal, 1981) ; des
pertes de production de 60 % ont été attribuées a I'infection naturelle (Eyal, 1971). De plus,
Arriano et al. (2001) ont également signalé que lors d’'une forte attaque de blé, les pertes de
rendement dépassent les 60%. Les sévéres épidémies de la fin des années 1960 et début
des années 1970, ont contribué a ce que la maladie soit placée I'une des plus importantes
dans le programme national d’amélioration du blé dans plusieurs pays d’Afrique du nord et
du Moyen Orient autour de la mer méditerranée (Djerbi et al., 1974 ).

Durant les 25 dernieres années, une attention particuliere est donnée a M.
graminicolasur le blé (Arabi et al, 2007). L'augmentation de la fréquence ainsi que le niveau
d’agressivité de la maladie a pris de force une place dans la recherche (Hoorne et al., 2002 ;
Van Ginkel et Sharen, 1987).

En général, la maladie est plus répandue dans les régions a haute pluviométrie. Kema
et al. (1996b) ont rapporté des incidences élevées de M. graminicolaen Angleterre. En
Amérique du sud (Mexique et Chili), les dégats ont été estimés de 2a 10 % en 1980 (Burleigh
etal., 1991). En Urugay et au Brésil, les pertes de rendements étaient respectivement de 60
% et 50 % (Van Beuningen et Kohli, 1990). Durant les années pluvieuses, M. graminicolase
place en téte du complexe parasitaire du blé tendre au Maroc (Mazouz et al., 1995). En
effet, Jlibene (1996) a rapporté des pertes dues a S.ftritici de I'ordre de 80 % pour certaines
variétés de blé au Maroc en 1989.

En Australie, de séveres épidémies ont été enregistrées sur semis de variétés précoces
et les dégats ont atteint 50 % dans les régions a pluviométrie élevée (Bathgate et Longhman,
1994).
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En France, la campagne agricole 1999/2000 a enregistré une pression élevée de la
tache septorienne a M. graminicoladans le nord, 'ouest et le sud-ouest, avec un niveau plus
que la moyenne dans l'est, entrainant des pertes de 20 a 35 g/ha et allant jusqu’a 60 g/ha
dans les conditions extrémes (Le Henaf et al, 2000).

En Afrique du nord, la premiére épidémie s’est produite avec I'introduction des variétés
naines a maturité précoce et a haut rendement durant la campagne 1968/1969, caractérisée
par une année a température douce et trés humide, conditions particulierement favorables
au développement de M. graminicola(Saéddaoui, 1987). Ainsi, le Maroc et les autres pays du
Maghreb ont connu durant cette période une épidémie spectaculaire ou toutes les variétés
commerciales a haut rendement ont été détruites par S. tritici (Mamluk et al, 1995 ; Mazouz
et al, 1995).

Au Maghreb, M. graminicolaest I'espéce prédominante dont les pertes peuvent
atteindre 35% (Mazouz et al., 1995) ; I'existence de Stagonospora nodorum n’a été signalé
gu’au Maroc par Saadaoui en 1975 in Jliben (1996) et récemment en Algérie par Touati-
Hattab (2005).

En Tunisie, des dégats trés importants ont été enregistrés en 1969, 1970 et 1971 dont
certaines emblavures ont été complétement détruites (Djerbi et al., 1974).

En Algérie, d’aprés le bilan 2004/2005 « amélioration des céréales » de la station
expérimentale de Oued Smar (Alger) sur une échelle de notation de 0 a 9, le niveau
d’attaque de M. graminicolaa atteint 7. Toutes les variétés cultivées de blé dur et tendre ont
présenté une sensibilité élevée vis-a-vis du pathogéne (Lounis-Lalou, 2005).

1.2.3 Identification et taxonomie de M. graminicola (Fuckel) J. Schrot.
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Décrit initialement sous la dénomination de Sphaeria graminicolapar Fuckel en
1865 (Sphaeria graminicola Fuckel, Fungi rhenani exic. No. 1578 (1865) comme l'agent
causal de la tache septorienne, puis en 1870, il a été décrit sous le nom de Sphaerella
graminicola par Fuckel (Sphaerella graminicola (Fuckel) Fuckel Jb. nassau. Ver. Naturk.
23-24 : 101 (1870). Un autre taxonomiste, Schroter en 1894 I'a classé dans le genre
Mycosphaerella (Kema, 1996). Mais ce n'est qu’'en 1972 qu’il a été identifié comme la forme
parfaite du champignon Sepftoria triticipar Sanderson (Cunfer et Ueng, 1999).

La littérature a laissé pendant longtemps des doutes sur I'existance et I'identfication de
la forme parfaite M. graminicola ; ce téléomorphe appartient au groupe des Ascomycetes
mycéliens ayant un ascostroma que sont les Loculoascomycetes comme le présente le
tableau2.

Mycosphaerella est un des genres les plus représentés des ascomycétes avec plus
de 10 000 Taxa et 23 genres anamorphes. Des études phylogénétiques a partir des
séquences d'ADN ITS1, 5.8S et ITS2 ont permis d'identifier les synonymies parmi les
genres anamorphes. De plus, plusieurs genres qui n'étaient pas associés auparavant a
Mycosphaerella se regroupent a ce jour dans ce genre qui s'est avéré étre principalement
monophylétique (Simon ., 2003). Par exemple, le degré d'épaississement, de noircissement
et de réfraction des cicatrices ainsi que la présence ou I'absence des pigmentations dans
les conidiophores et les conidies semblent étre des critéres pour délimiter les genres des
anamorphes des Mycosphaerella (Crous et al, 2001).

En se basant toujours sur les caractéres morphologiques, des caractérisations
biochimiques et moléculaires ont été apportées a la taxonomie du genre Septoria (Goodwin
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et al, 2001) caractérisé par la présence de pycnides et des pycnidiospores filiformes, le
rattachant ainsi sur le plan systématique a I'ordre des sphaeropsidales.

Tableau 2 : Taxonomie de M. graminicola (d’aprés Alexopoulos et al., 1996) :

Régne Fungi

Phylum Sous phylum Ascomycota Pezizomycotina
Classe Dothideomycetes

Sous classe Dothideomycetidae

Ordre Capnodiales

Famille Mycosphaerellaceae

Genre Mycosphaerella

Espéce Mycosphaerella graminicola

1.2.4 Symptomatologie et épidémiologie de M. graminicola

1.2.4.1 Symptémes sur le blé

Les taches septoriennes causées par M. graminicolasont de forme ovale et d’aspect
jaunatre comparable a beaucoup de maladies du feuillage. La confusion est alors
possible d’ou la nécessité de définir les caractéristiques qui permettent une reconnaissance
plus slre de M. graminicola. Une différence évidente est la présence de points noirs trés
visibles qui sont les pycnides sur nécrose souvent encore verte. lls apparaissent tres
rapidement dés le début de la formation des nécroses. Le maximum de nécroses est
généralement observé a la fin du tallage, début montaison, avec une présence durant toute
la campagne (Simon, 1983).

Les taches chlorotiques apparaissent généralement 5 a 6 jours aprés I'incubation, entre
18°C et 24°C sous une haute humidité relative et les taches nécrotiques se développent
aprés 3 a 6 jours (Eyal et al., 1976 ; Eyal et al., 1987). Trés souvent les taches débutent
avec un palissement du limbe qui garde, malgré cela, une couleur verdatre imprégné de
brun. La coloration brune ne vient qu’apres, mais déja les pycnides sont apparues (Caron,
2000). L'aspect des taches est assez diversifié et souvent irréguliéres restent localisées en
des endroits comme les bords du limbe ou les espaces internervaires (Ezzahiri et al., 1996).

Les pycnides apparaissent, généralement aprés 14 a 21 jours, période variable selon
les conditions climatiques, le cultivar et 'isolat (Coakley et al., 1985 ).

Aprés une pluie, une rosée ou un brouillard, les pycnides noires exsudent une gelée
incolore transparente sous forme de tortillons que sont les cirrhes. Ces derniers sont trés
importants pour I'identification de M. graminicola, car ils sont distinguables a l'oeil nu et
facilement visible a la loupe (Dileone, 1997). Les observations microscopiques permettent
de voir des pycnidiospores filiformes, caractéristiques de M. graminicola.

1.2.4.2 Spécialisation physiologique et parasitaire de M. graminicola

La connaissance du spectre de virulence des pathogénes responsables de la septoriose doit
étre utilisée dans I'établissement d’'un programme de sélection pour la résistance (Narvaez,
1957 in Eyal et al, 1987). Pour cela, il est important de connaitre la spécialisation parasitaire
et physiologique du pathogene. D’aprés Kema et al. (1996a), il est difficile de déterminer
la spécialisation chez un certain nombre de pathogénes nécrotrophes responsables des
maladies foliaires du blé, comme M. graminicola.
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Des contradictions évidentes dans la spécialisation physiologique de M. graminicola,ou
plusieurs auteurs ont rapporté I'absence de races physiologiques chez M. graminicola
(Bousquet et al., 1980 ; Alligham et Jackson, 1981). D’autres travaux comme ceux d’Eyal et
al. (1987) et Saddaoui (1987) ont montré I'existence d’une spécialisation physiologique chez
M. graminicola. La variabilité génétique de la virulence chez M. graminicoladébute par une
spécialisation physiologique du pathogéne en question (Eyal et al., 1973). Globalement, la
spécialisation physiologique de M. graminicolaa été signalée aux USA (Prests et Hendrix,
1977 in Eyal et al., 1987), en Australie (Ballantyne 1985 in Eyal et al., 1987), en Uruguay
(Diaz, 1983 in Eyal et al., 1987) ainsi qu’en Israél, au Brésil et au Chili (Halpein et al., 1996).

En Algérie, les travaux de Touati-Hattab (2005) ont confirmé I'hypothése de I'existence
d'une virulence spécifique de M. graminicola sur les blés, ainsi qu'une spécialisation
physiologique au sein des isolats chez le blé dur. La spécialisation parasitaire est beaucoup
plus prononcée que la spécialisation physiologique chez M. graminicola, en particulier
lorsqu’ on prend en considération la présence de pycnides comme paramétre de maladie.
Ainsi les isolats de blé dur et de blé tendre sont particuliérement virulents sur leur hote
respectif blé dur et blé tendre (Jlibene et al., 1993 ; Kema et al., 1996 a ; Medini et al., 1999).

Les caractéres parasitaires des populations de M. graminicolaisolés en Israél sur les
blés tendres et blés durs, restent stables a travers leur passage sur les mémes cultures
(Eyal et al., 1973 ; Yechilevich-Auster et al., 1983). Les isolats de M. graminicola isolés du
blé tendre sont en général avirulents sur le blé dur avec cependant plusieurs exceptions
(Eyal et al., 1973).

La détermination récente du systéme de reproduction hétérothalique de M.
graminicola(Kema, 1996), nous donne une explication sur la grande variabilité génétique de
ce champignon et particulierement sur ses capacités de s’adapter aux cultivars et espéeces
de la plante héte (Kema et al.,, 1996 b ; Mc Donald et Martinez, 1990 a). Cependant,
lintroduction d’'une nouvelle espéce ou une nouvelle variété, exerce une pression de
sélection, donnant une nouvelle forme de virulence, ce qui explique cette phase d’adaptation
qui prend place la ou le champignon devient virulent sur de nouvelles variétés (Mc Donald
et Martinez, 1990 b).

1.2.4.3 Biologie de M. graminicola :
Au niveau de la biologie du champignon, deux types de spores peuvent étre distinguées:

Les pycnidiospores de 'anamorphe S. tritici ;
Les ascospores du téléomorphe M. graminicola.

La principale forme d’hivernation du champignon est celle qui se passe sur les débris des
cultures. Le champignon pénétre dans les tissus foliaires par les stomates (Eyal et al., 1987),
le mycélium de M. graminicolase développe activement entre les cellules épidermiques
et son extension n’'est limitée que par les éléments conducteurs, formant ensuite des
agglomérations qui servent de base a la formation des pycnides (Kema,1996).

Le mycélium peut éventuellement former un stroma sur les résidus de récolte mais on
n’en connait pas les possibilités de conservation. Une fois enterré, M. graminicolameurt
progressivement (Caron, 2000).

Les pycnides de M. graminicola naissent enfoncées dans les tissus de I'hbte et a
maturité, elles émergent de I'épiderme ; elles sont disposées réguliérement sur le limbe
parallelement aux nervures dans les cavités somatiques. Ces pycnides sont globuleuses a
elliptiques de couleur brun clair @ sombre, de 60 a 200 um de diamétre (Eyal et al., 1987).
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Par un temps humide, les pycnides gonflent et laissent sortir une masse gélatineuse
blanche a brun clair (ensemble de conidies mélangées a une gelée mucilagineuse
protectrice appelé cirrhe) (fig.3). Une pycnide de M. graminicola peut donner jusqu’a huit
générations successives de cirrhes et de taille de plus en plus réduite (Rapilly, 1976).

D’aprés Eyal et al. (1987), les pycnidiospores de M. graminicola peuvent se présenter
sous deux formes :

1. Les macro-pycnidiospores qui mesurent 35 a 98 um X 1 a 3 ym, sont hyalines,
filiformes et courbées ayant 3 a 5 cloisons.

2. Les micro-pycnidiospores qui mesurent 8 a 10,5 um X 0,8 a 1 ym sont non
cloisonnées.

1.2.4.4 Cycle biologique de M. graminicola :

a - Source d’inoculum :

Dans plusieurs pays, les ascospores sont responsables du déclenchement de la
maladie et sont alors considérées comme la principale source de I'inoculum primaire, ce qui
explique la répartition homogéne des symptdmes sur les cultures de blé (Gautier, 2005),
alors que les pycnidiospores assurent la progression de la maladie durant la saison de
croissance de la culture du blé. (Shaw et Royle, 1989 ; Mc Donald et al., 1995).

Sanderson (1978) in Hoorne et al.(2002) a étudié la relation entre le téléomorphe M.
graminicola et 'anamorphe S. tritici, et a suggéré que les infections de la tache foliaire du
blé en Nouvelle Zélande sont initiées par les ascospores produites sur les chaumes (Fig.4).
Ainsi, le stade parfait jouerait un réle considérable dans I'épidémiologie de la tache foliaire
du blé, car les ascospores sont capables d’initier I'infection sur de grandes distances (Royle,
1994, Zhan et al., 2001).

Kema (1996) a rapporté que les pycnidiospores sont beaucoup moins dispersées
que les ascospores, mais pycnidiospores et ascospores contribuent ensemble au
développement de I'épidémie (Erikson et al., 2001).

b- Propagation et évolution de la maladie :

les contaminations primaires :

M. graminicola dépend entiérement des facteurs climatiques pour se développer,
particulierement la température et ’humidité (Fraaije et al., 2002).

Eyal (1981) a montré que les fréquentes pluies a des températures de 12 a 25°C
favorisent le développement de S.fritici, contrairement aux intervalles forte pluie — haute
humidité qui inhibent le développement de la maladie. La maturation et la décharge des
ascospores ont lieu aprés les premiéres pluies (Caron, 2000) ; les ascospores contaminent
les plants sur de grandes distances (Dileone, 1997).

Aprés une période de latence de 2 a 6 semaines, M. graminicola pénétre la plante hbte
a travers le stomate (fig.5).

La pénétration des tissus des feuilles de I'héte est trés facile. Elle est stomatique et
intercellulaires pendant 8 a 10 jours avant la destruction rapide des tissus du mésophile
(Zahri et al., 2008) ; les filaments mycéliens croissent entre les cellules et les haustoria sont
produits occasionnellement dans le mésophile (Kema et al., 1996a).
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Rudd et al., (2004) précise que I'infection du blé par M. graminicola est caractérisée
par une longue phase initiale de colonisation bio trophique, suivie rapidement par une
pénétration a travers le stroma a nutrition nécro trophique provoquant la mort rapide de la
plante héte.

Evolution de la maladie en gradient :

L'apparition des pycnides s’effectue avant que les tissus ne soient complétement nécrosés
et tués ; la maladie est observable pendant tout I'hiver. Elle est fréquente au stade
redressement et au début de la montaison. Pendant toute cette période la tache foliaire
septorienne a M. graminicola est nettement visible (Caron, 2000)

Les pycnidiospores sont le moteur de I'évolution de I'épidémie (Dileone, 1997). Elles se
forment dans les organes de fructification asexuée, que sont les pycnides dans les parties
nécrosées des feuilles (Linde et al., 2002).

-5
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Figure 3 : Masse gélatineuse contenant
les pycnidiospores de M. graminicola : le cirrhe

(Source : _http://rzglab15.rz.uni-kiel.de/phytopathologie/Septoria-pynidial.wmv .)
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Figure 4 : Schéma du cycle biologique de M.
graminicola (Fuckel) J. Schrét (Eyal et al., 1987)

A la faveur de 'humidité ambiante, les pycnides se resserrent et les pycnidiospores
sont expulsées sous forme de cirrhe (Fig.3) ; cet enrobage mucilagineux les protége des
conditions climatiques défavorables, mais les alourdit considérablement et ne leur permet
pas d’étre transportés en suspension dans l'air (Mercer et Ruddock, 1998). Ce sont les
éclaboussures provoquées par I'impact des gouttelettes de pluies qui les projeteront vers
les étages foliaires supérieurs de blé (Eyal et al, 1987). Sur cet étage foliaire a lieu un
nouveau cycle produisant de nouvelles pycnidiospores. Elles seront projetées par les pluies
sur I'étage foliaire suivant. Les cycles végétatifs s’enchaineront pour atteindre les feuilles
du haut (Fig.6).

Dans le cas général, la septoriose monte progressivement d’étage foliaire en étage
foliaire en présentant une plus grande quantité de la maladie vers le bas, d’ou son
appellation de « maladie en gradient » (Caron, 2000).

c- Conditions de développement de la septoriose :

Plusieurs facteurs jouent un réle considérable dans le développement des septorioses.
Il y a certainement les facteurs climatiques et également les facteurs agronomiques.

Facteurs climatiques :

Les facteurs climatiques sont le moteur de déclanchement des deux phases sexuée et
asexuée du champignon responsable de la tache foliaire du blé.

Phase sexuée :
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La phase sexuée a été récemment obtenue sous conditions contrbélées (Palmer et Skinner,
2002). En conditions naturelles, Hunter et al. (1999) ont montré que lintervalle entre
la formation des pycnides et I'observation des pseudothéces peut varier de 62 a 95
jours, tout dépend des conditions climatiques. Palmer et Skinner (2002) rajoutent que les

pseudothéces se développent a I'intérieur des anciennes Iésions.

Quelques études ont montré que les ascospores peuvent germer entre 6°C et 32°C,
avec un optimum entre 14°C et 16°C (Kema, 1996). Potentiellement les ascospores peuvent
étre véhiculées par le vent sur de longues distances (jusqu’a 100 km) (Arvalis, 2005).
La maladie peut étre disséminée par les ascospores qui peuvent rester viables pendant

plusieurs mois sur les chaumes infectées (Eyal et al., 1987 ; Palmer et Skinner, 2002).

En présence de I'eau libre, les ascospores sont libérées des pseudothéces matures
durant toute 'année (Zhan et al., 1998) et de ce fait, elles assurent la perpétuité de la maladie

avec de nouvelles populations génétiquement diversifiées (Mc Donald et al., 1995).

Phase parasitaire asexuée :

Période d’incubation et de latence : Dans les conditions naturelles, la période
d’incubation (temps qui sépare la contamination a I'apparition des taches chlorotiques) est
trés proche de la période de latence (temps qui sépare la contamination de I'apparition des
pycnides). Généralement peu de temps apres la période d’'incubation ou les tissus végétaux
sont contaminés ; les pycnides apparaissent, ce qui correspond a la période de latence

représentant les premiers symptdomes (Mc Donald et Martinez, 1991).

Pour une humidité relative donnée, la durée d’incubation dépend directement de la
température ; en hiver les premiers symptdmes demandent environ 3 a 5 semaines pour

apparaitre (Caron, 2000).

Contamination : L’humidité est un facteur limitant pour toutes les étapes de I'infection ;
pour germer, les spores ont besoin d’eau libre sur les feuilles, ainsi que d’une période

humide assez longue pour pouvoir pénétrer 'h6te (Hooker, 1957).

L'infection peut étre retardée dans le champ si la température est en dessous de
7°C durant 2 nuits consécutives (Shaner et Finney, 1976). Les températures basses (4°C)
affectent la germination des pycnidiospores et la croissance mycélienne (Eyal et al., 1987).

Leur germination exige une température optimale de 15°C a 25°C, mais peut avoir lieu
entre 5°C et 35°C a une humidité relative saturée constante de 3 % a 100 % sur le feuillage
(Kema et al., 1996a). L’infection peut avoir lieu aprés 6h et la formation des pycnides peut

avoir lieu 14 a 21 jours aprés l'inoculation (Gilchrist et al., 1999).

La lumiére est également importante pour M. graminicola ; un optimum de 8.000
a 12.000 lux est nécessaire pour la germination des pycnidiospores et la croissance
mycélienne. Cependant, le processus de I'infection peut avoir lieu beaucoup mieux au cours
des journées nuageuses et pluvieuses avec des températures entre 20 et 25°c (Eyal et al,

1987).
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Figure 5 : Pénétration directe de M. graminicola des tissus de I'héte par le
stomate. (Hy : filaments mycéliens ; P : site de pénétration ; G : cellules protectrices)
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Figure 6 : Propagation de la maladie d’un étage foliaire a un autre (Caron, 2000).

Dissémination des pycnidiospores :
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Dés leur formation, les pycnides sont capables d’exsuder les pycnidiospores dans une
masse extracellulaire et gélatineuse blanchéatre (le cirrhe) sortant de l'orifice de la pycnide
(lostiole), qui est alignée a l'ouverture des stomates. Chaque pycnide peut produire
plusieurs milliers de conidies (Delione, 1997).

A la faveur d’alternances d’humidification et de desséchement, il peut y avoir plusieurs
émissions de cirrhes, les premiéres étant les plus importantes. Les cirrhes plus ou moins
fragmentés selon la violence de la pluie, seront transportés sur les étages supérieurs par
les gouttelettes qui rejaillissent sur les feuilles (Caron, 2000).

Facteurs agronomiques :

L'un des principaux facteurs qui favorise le développement de M. graminicola est la
sensibilité des variétés a la maladie (INRA, 2008). En France, aucune des variétés
proposées actuellement n’est vraiment résistante, mais il existe de grosses différences de
comportement entre les cultivars (ARVALIS, 2003 ; INRA, 2006).

1.3 Caractéristiques culturales et pathologiques de M.
graminicola :

1.3.1 Caractéristiques culturales de M. graminicola :

L'observation des colonies en culture sur un milieu synthétique, précisément leur aspect
cultural, leur couleur, leur forme, leur superficie et leur sporulation constituent les critéres
culturaux d’identification de M. graminicola.

La taille des pycnidiospores ainsi que la couleur du cirrhe sont également les critéres
morphologiques d’identification de M. graminicola. Des études ayant porté sur la sporulation
ont rapporté que le champignon en question sporule beaucoup mieux sur le milieu a base
d’extrait de levure (Yest Malt Agar =YMA) (Boumedienne, 1986).

1.3.2 Caractéristiques pathologiques de M. graminicola :
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La tache septorienne du blé a fait 'objet de nombreux travaux sur I'agressivité et la virulence
des isolats sur des génotypes du blé tendre et blé dur. La pathogénicité spécifique dite
virulence, a été le caractére le plus étudié (Mc Dermott et Mc Donald, 1993).

En Algérie, différentes prospections ont montré la prédominance de M. graminicola
sur les cultures de blé. L’analyse du pouvoir pathogéne a montré que M. graminicola
cause les symptdmes typiques de la tache séptorienne foliaire du blé ; la comparaison

du pouvoir pathogéne des isolats a permis de montrer une différence d’agressivité (Touati-
Hattab, 2005).

Lorsque la relation entre le phénotype et le génotype a été caractérisée, les marqueurs
de pathogénicité donnent des informations sur la structure génétique des populations
pathologiques (Kolmer, 1991). Mais, cela ne suffit pas pour comprendre la variabilité
geénétique des populations.
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1.4 Description du téléomorphe M. graminicola
(Fuckel) J. Schrot. :

Cette espéce est un ascomycete haploide, hémibiotrophique possédant deux phases de
croissance, filamenteuse et stromatique a des températures respectives de 25°C et 15°C
(AG, 2008).

Les pseudothéces sont sub-épidermiques, globuleux brun sombre avec un stroma a
deux couches cellulaires, dont la couche extréme est formée de cellules pigmentées et
épaisses (Eyal et al., 1987).

Les pseudothéces matures sont superficiellement enfoncés dans les tissus des
chaumes de blé, mesurant entre 68 et 114 um de diamétre. Les asques mesurent 30 a 41
pm de long et 11 a 14 uym de large. Les 8 ascospores bicellulaires, elliptiques et disposées
irrégulierement a I'intérieur de 'asque, sont composées de deux cellules dont 'une tendant
a étre légérement plus large que l'autre ; elles sont hyalines, de 9 — 15 ym x 2,5 — 3 ym
(Halama,1996).

1.4.1 Hétérothallisme et reproduction sexuée de M. graminicola :

L'héterothalisme par définition est I'existence au sein d’'une méme espéce de deux types
de thalles morphologiquement identiques et génétiquement différents, désignés par les
signes + et — plutét que de « male » et « femelle ». M. graminicola, est un champignon
héterothallique bipolaire (Kema et al., 1996a). Ce sont les mating types MAT1-1 et MAT1-2
qui lors du stade sexué de M. graminicola donnent naissance aux pseudothéces et qui sont
produits sous certaines conditions durant 'année (Hunter et al., 1999).

La reproduction sexuée chez les champignons est controlé par les génes Mating Type,
qui ont été caractérisés pour plusieurs espéces des ascomycetes (Coppin et al., 1997). Cela
incluse les espéces de Mycosphaerellacea comme M. graminicola (Waalwijk et al., 2002).

La reproduction sexuée chez les pathogéne hétérothalliques peut avoir lieu uniquement
lorsque deux individus de Mating Type differents se rencontre. Chez la plus part des
ascomycetes filamenteux hétérothallique, le Mating Type est controlée par un locus Mating
Type (MAT), qui est représenté par deux idiomorphes connus comme MA1-1 et MAT1-2
( Siah et al., 2010). Cependant, les deux idiomorphes sont entourés par des régions
identiques, ils sont completement dissimilaire dont leur organisation structural, comme leur
code proteine qui est différent dans le nombre et la fonction (Siah et al., 2008, El bakaly
et al., 2010).

1.4.2 Diversité génétique de M. graminicola :

La reproduction sexuée chez les pathogeénes hétérothaliiques entraine la fusion temporaire
de deux souches fongiques portant les Mating Types compatibles, suivi par une méiose et
un échange d’information génétique entre les individus (Zhan et al., 2002 ; Medini et Hamza,
2008). Pour ces pathogéne, la reproduction sexuée est possible unigement lorsque deux
Mating Types sont disponible au méme niveau du méme localité géographique et au méme
temps (Coppin et al., 1997 ; Kronstard et Staben, 1997).
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Lorsque les deux souches fongiques des mating types se rencontrent, elles detectent
chacune la présence d’'une phéromone produite par des mating types différents (Zhan et
al., 2002 ; Kronstard et Staben, 1997).

Il a été reporté dans plusieurs études que la forme sexuée M. graminicola, joue un
réle trés important dans la diversité génétique des populations (Zhan et al., 1998 ; Zhan
et Mc Donald, 2004). De plus, plusieurs études précisent que la reproduction sexuée est
considérée comme le moteur de la diversité génétique des populations de M. graminicola
ainsi que de I'épidémiologie de la maladie (Shaw et Royle, 1989).

La reproduction sexuée des populations de M. graminicola joue un role clef sur
'augmentation du pourcentage d’adaptation aux cultivars résistants, influengcant donc de ce
fait le développement épidémiologique a travers la saison de croissance du blé (Eriksen
et al, 2001 ; Kebbage et al., 2008). La reproduction sexuée a un grand effet sur la
diversité génétique des populations par l'introduction de nouveaux alléles venant d’autres
populations (Burdon et Silk, 1997 ; Zhan et al., 1998 ; Kebbage et al., 2008).

Ainsi, la reproduction sexuée influence la diversité génotypique contrairement a la
reproduction asexuée (Koenig et al., 1997). Mc Donald et al., (1999) ainsi que Komijani et al.,
(2010) rapportent que la diversité génétique est hautement significative chez M. graminicola.

1.4.3 Fréquence de la reproduction sexuée de M. graminicola :

Goodwin et Kema (1995) rapportent que la reproduction sexuée chez les populations de M.
graminicola se produit d’'une maniére trés habituelle ; ce qui favorise la diversité génétique
de M. graminicola d’'une génération a une autre.

Les conditions environnementales jouent un réle considérable dans le mécanisme de
flux de génes. En effet, les impacts de migrations des génes et de reproduction sexuée
sur la structure génétique des populations dépendent de leurs caractéristiques écologiques
et biologiques. Les espéces dont leurs spores sont dispersées par le vent, ont de haute
proportion de distance de migration par rapport aux espéces dont leurs spores sont
dispersées autour de l'infection (Cowger et al., 2002).

Le stade ascogéne a été reporté dans plusieurs régions productrices du blé dans le
monde.

Sanderson (1972) fut le premier a observer M. graminicola en Nouvelle Zélande en
1972 (Scott et al., 1988). Le téléomorphe a depuis été reporté dans plusieurs régions,
incluant I'’Australie (Brown, 1975 in Scott et al., 1988), le Chili (Madriag, 1989 in Hoorne et
al., 2002), la Grande Bretagne (Scott et al., 1988), les Etats-Unis (Garcia et Marshall, 1992),
les Pays Bas (Kema et al, 1996), la France (Halama, 1996), le Canada et la Slovaquie
(Hoorne et al., 2002).

1.5 Moyens de contréle :
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Les moyens de contrble de la septoriose font appel aux méthodes traditionnelles comme :
les pratiques culturales, la rotation des cultures (Krupinsky, 1999), le labour profond (Schuh,
1990), la brulure des résidus de cultures (Eyal, 1981) et plus couramment le traitement
chimique.
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1.5.1 Pratiques culturales :

La gestion des pratiques culturales est probablement 'une des approches les plus
anciennes du contréle des maladies fongiques (ARVALIS, 2005).

1.5.1.1 Rotation des cultures :

La survie de M. graminicola sur les résidus des cultures est le moyen le plus important de
contamination des nouvelles cultures (Shaner et Finny, 1976 ; Eyal, 1981). Le risque de
contamination peut étre réduit en assurant une large rotation des cultures (Krupinsky, 1999).

Les rotations de cultures permettent avec le temps, la décomposition des résidus
renfermant les pathogénes ; c'est le facteur clef de la productivité des cultures de blé
(ARVALIS, 2005).

Au Saskatchewan, Pederson et Hughes (1993) ont rapporté que les rotations des
cultures ont contribué a la réduction considérable de la tache foliaire septorienne. La rotation
avec des intervalles de culture de blé de 3 a 5 ans a diminué la septoriose en Israél car
les spores ne peuvent survivre dans le sol plus de 20 mois, avec une activité pathologique
(Shaner et al, 1982).

1.5.1.2 Travail du sol :

Le labour profond permet la décomposition des résidus par leur fracturation et leur
exposition aux micro-organismes décomposeurs, en enfouissant profondément les restes
les végeétaux et en ne laissant aucune chance de développement aux repousses et aux
adventices (Schuh, 1990 ; ARVALIS, 2005).

1.5.1.3 Incinération des résidus de cultures :

Dans le passé la brilure des résidus de cultures a été recommandée (Shipton et al.,
1971) ; mais cette recommandation est plus d’actualité pour des raisons environnementales.
De plus, brdler des résidus de cultures n’est pas une méthode dont on se débarrasse
complétement des agents pathogénes, laissant un inoculum suffisant pour contaminer les
prochaines cultures (Eyal, 1981).

1.5.1.4 Fertilisation azotée et potassique :

La sévérité de la septoriose est influencée par la fertilisation azotée, dont dépend la culture
pour son développement (Krupinsky, 1999 ; Ben Mohamed et al., 2007).

Plusieurs travaux ont rapporté l'influence de la fertilisation sur lasensibilit¢ a M.
graminicola et le niveau d’infection reflete la teneur en azote du sol (Tompkins et al., 1993).

En effet, des travaux de recherche menés par Ross (1998) ont montré que 'azote
augmente la proportion d’acide glutamique, la proline, la méthionine, la cystéine, le
phénylalanine et la tyrosine ; les plantes excessivement fertilisées en azote sont plus
sensibles a l'attaque, car le pathogéne s’y installe en utilisant les protéines pour assurer son
propre développement tout le long de son cycle de reproduction.

De méme, lorsque le sol est déficitaire en potassium, la sévérité de la maladie est plus
prononcée que lorsque celui-ci posséde une teneur adéquate en cet élément (Shipton et al.,
1971 ; Krupinsky, 1999). En revanche, I'apport en potassium abaisse la sévérité d’attaque.
En effet, Shipton et al.(1971) ont rapporté que la septoriose est plus sévere dans les cultures
de blé ou les sols sont pauvres en potassium que ceux ayant un taux adéquat en cet
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élément. Mais, il est aussi a remarquer qu’en dépassant certaines quantités, la dose de
potassium intervient moins dans la diminution de la maladie (Ben Mohamed et al., 2007).

1.5.1.5 Semis :

Des travaux sur la date, la profondeur et la densité semis ont rapporté que particulierement
cette derniére favorise la maladie (Tompkins et al., 1993). Une étude réalisée en Tunisie
par Ben Mohamed et al.(2007) a montré que l'arrivée de la culture au stade tallage vers
le mois de février, période humide interrompue de jours ensoleillés, favorise l'installation
et le développement du pathogéne. Par ailleurs, les semis précoces favorisent I'apparition
prématurée de la septoriose et engendrent ainsi des dégats élevés par rapport aux semis

tardifs (Eyal et al., 1987).

1.5.2 Utilisation des fongicides :

En raison de la durée d’incubation trés longue du champignon et des cycles successifs qui
se superposent au cours d’'une campagne, les traitements fongicides viseront a enrayer la
poursuite d’'une épidémie (effet curatif), tout en empéchant la contamination de nouveaux
étages foliaires (effet préventif) (ARVALIS, 2003). L'utilisation des produits systémiques uni
sites seuls ou combinés avec d’autres fongicides multi sites de contacts (Cook et Thomas,
1990, Gisi, 1996), ou des associations entre des produits unisites appartenant ou non a la
méme famille chimique, peut protéger les étages supérieurs de la plante, décisifs pour le

rendement (Culbreath et al., 1995).

La date de traitement est un facteur important (Beck et Ligon, 1995). Un gain
de rendemant a été observée pour une application au stade montaison et gonflement
(Hensen et al., 1994). Des essais réalisés avec les triazoles seuls ou combinés avec les
Carbendazime, un dérivé des carbamates, ont mis en évidence l'intérét de ces fongicides
dans la lutte contre la séptoriose du blé due principalement a Septoria tritici (Zahri et
al., 2008). La lutte contre la septoriose est actuellement réalisée principalement par des

fongicides (Schurch, 2009 ; Ezzahiri, 2010).

1.5.3 Résistance variétale :

Plusieurs travaux de génétique sur la résistance du blé au M. graminicola sont rapportés
dans le monde comme approche a la lutte contre cette Maladie. De nombreux auteurs
rapportent que la résistance génétique est le moyen de lutte le plus économique, le plus
écologique et le plus efficace contre les maladies des plantes (Djerbi, 1978 ; Rapilly, 1991,

Delourme et al., 2006 ; Zahri et al., 2008 ; Ezzahiri, 2010).

Ainsi plusieurs travaux menés pour I'identification de sources de résistance, ont permis
de sélectionner des génes qu’ils ont intégrés dans des variétés cultivées pour obtenir des
lignées résistantes ou partiellement résistantes a M. graminicola, tels les travaux de Van
Ginkel etal., (1999). Plusieurs variétés semées actuellement de part le monde présentent un
bon niveau de résistance (Pinochet et al., 2004), qui sont caractérisé par des composantes
de la résistance peuvent se manifester au champ par une résistance a linfection en
impliquant soit une ou plusieurs résistances spécifiques et résistance au développement de
la maladie (perte des feuilles malades, limitation du développement de la nécrose,...) soit

en impliquant la résistance polygénique (Pelzer, 2008).
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Malheureusement, le contournement de tels génes de résistance par les populations
pathogénes est souvent observé (Rouxel et al., 2003 ). La résistance variétale spécifique en
particulier n’est donc pas durable (Zahri et al., 2008). Une résistance est dite durable si elle
reste efficace quand elle est utilisée sur de larges surfaces pendant une durée importante
et dans des conditions environnementales favorables a la maladie (Robert et al., 2011).

En Algérie, les travaux de Ben Kortby (2006) ont permis d’identifier des lignées ayant
une bonne résistance a I'égard des souches algérienne. Cela peut étre exploité dans
I'avenir pour 'amélioration du blé a I'égard de M. graminicola. Le contrOle génétique devrait
permettre d’estimer la résistance des futures variétés de maniére plus globale et donc
d’obtenir du matériel végétal avec une résistance plus durable.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Matériels biologiques

2.1.1 Matériel fongique

2.1.1.1 Prospection, collection et conservation des isolats de M. graminicola

Les prospections sont réalisées le mois de Mai pendant deux campagnes agricoles
successives 2003/2004 et 2004/2005, au cours desquelles un échantillonnage inter et intra
régional est réalisé. Pour cela, des échantillons présentant des symptémes de septoriose
sont collectés de différentes régions et au sein d’'une méme région, principalement de la
région Est et Centre d’Alger (Oued Smar), de Tizi Ouzou (Mekla et Freha), de Constantine
(Beni Mestina) et Annaba. Les régions dans lesquelles a été effectué I'échantillonnage intra

régional sont Annaba et Alger centre (Oued Smar).

La méthode intra régionale d’échantillonnage est réalisée selon la méthode
d’échantillonnage adoptée par Mc Donald (1991). Cela consiste a tracer deux lignes
séparées de 5 a 10 m a travers le long du champ de blé attaqué par M. graminicola. Le
principe de cette méthode consiste a faire des prélévements de la maniére suivante : Aprés
une marche de 5 a 10 m (selon la superficie du champ de blé) en long et en large, le point
de croisement constitue le premier lieu d’échantillonnage. A ce niveau, on préléve quelques
feuilles (4 feuilles), si c’est possible choisir les feuilles vertes présentant des lésions bien
attaquées. Les autres prélévements sont réalisés de telle sorte que la distance entre eux du
méme champ soit de 5 a 10 m au sein du méme champ, c'est-a-dire quatre prélévements

constituent un carré de 5 a 10 m (fig. 7).

Au fur et a mesure, des enveloppes libellées par ordre alphabétique sont préparées
pour mettre les échantillons récoltés. Ce type d’échantillonnage nous permet d’évaluer la

diversité intra spécifique au sein d’'un méme champ de blé.

Au total pour les deux régions d’Alger et de Annaba, huit prélévements par champ
et par région sont réalisés. Pour le reste des régions (Tizi Ouzou et Constantine), des
prélevements ont été effectués au hasard ; un prélevement par champ et par région dans

le but d’étudier la diversité inter régionale.
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Figure 7 : Méthode d’échantillonnage de M.graminicola (Mc Donald, 1991)

2.1.1.2 Isolement purification et conditions de mise en culture des isolats de
M. graminicola

Les échantillons étudiés durant la campagne 2003/2004, nous ont été fourni par la station
ITGC d’El Khroub provenant de la région de Beni Mestina (Constantine) et de Annaba, ou la
septoriose a M. graminicola se manifestait chaque année dans ces régions de I'Est du pays.

Des échantillons provenant de la région de Tizi Ouzou, nous ont été fournis par la station
expérimentale (ITGC) de Freha et de Mekla durant la campagne 2004/2005. Pour la région
d’Alger, nos prospections ont été effectuées au niveau de la station expérimentale d’'Oued
Smar (ITGC) durant la campagne 2004/2005.

Les isolats de M. graminicola, sont obtenus en effectuant une dilacération des cirrhes
issus des pycnides. A cet effet, sous une hotte stérile a flux d’air laminaire horizontale des
petits fragments de feuilles de blé (dur et tendre) de 5 a 7 cm présentant des nécroses
avec beaucoup de pycnides typiques, de M. graminicola, sont désinfectés superficiellement
a l'aide d’une solution d’hypochlorite de sodium a 2 % pendant 7 a 10 mn, puis rincés deux
fois a I'eau distillée stérile et ensuite séchés sur du papier filtre stérile. Des fragments de 4
cm sont placés dans des boites de Pétri contenant du papier buvard stérile et humide, et
sont incubés a une température ambiante du laboratoire allant de 20 a 22°C.
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Lorsque les feuilles sont encore vertes, au bout de 4 a 5 heures, les pycnides
exsudent une gelée sporifére de couleur blanc créme qui constitue le cirrhe contenant les
pycnidiospores. Afin d’obtenir des cultures mono pycnidiennes et monosporales, le cirrhe
obtenu a partir des pycnides est placé directement dans un tube a essai contenant de
I'eau distillée stérile afin d’obtenir une suspension de spores qui sera ensuite répartie dans
des boites de Pétri contenant le milieu de culture YMA. Des spores en germination sont
ensuite prélevées individuellement et ensemencées sur le milieu de culture YMA (Yeast
Malt Agar) favorable au véveloppement de M. graminicola (Ricardo et Sharen, 1985 ). Les
cultures de M. graminicola sont incubées sous un éclairage continu et une température

ambiante du laboratoire (20 a 25°C).

Le milieu YMA a été réalisé selon la composition indiquée par Ricardo et Sharen (1985)

qui se présente comme suit :

Extrait de Malt : 4g
Extrait de Levure : 4g
Saccharose : 4g

Agar agar : 159

Eau distillée : 1000 ml

Apres les isolements et la purification des isolats, nous avons obtenu une colléction de 23

isolats du blé dur et 04 isolats du blé tendre.

2.1.2 Matériel végétal

La variabilité du pouvoir pathogéne de M. graminicola est étudiée sur trois variétés de
chaque espéce de blé (tabl.3) ; ces variétés proviennent de la station expérimentale de
I'Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC) de Oued Smair, elles sont choisies parmi

les variétés les plus cultivées en Algérie et présentant des niveaux de résistance :

Variété résistante (V1),
Variété moyennement résistance/sensible (V2)
Variété sensible (V3).

Tableau 3 : Variétés de blé dur et blé tendre utilisées pour I’étude du pouvoir pathogéne des isolats de M.
graminicola

Variétés de blé dur Variétés de blé tendre

V1= Bidi 17 V2= Vitron V3= Waha V1= Anza V2= HD1220 V3= Mahon Demias.

2.2 Méthodes

2.2.1 Etude de la variabilité culturale de M. graminicola

Apreés la purification des isolats de M. graminicola, des cultures sont réalisées sur le milieu
YMA et sont maintenues a la température ambiante du laboratoire entre 20 et 22 °C, sous
une lumiére continue pendant 15 jours. Des notations sur les différences culturales des
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colonies des isolats ont porté particulierement sur le type de la culture : aspect des colonies,
couleur, superficie, forme, bordure, structure interne ainsi que sporulation.

2.2.2 Etude de la variabilité morphologique des isolats de M.
graminicola

La variabilité morphologique étant I'un des critéres privilégiés de la diversité des
populations ; une mensuration de 100 pycnidiospores par isolats est réalisée sur les 27
isolats de M. graminicola , pour lesquels une estimation des dimensions de la longueur et
du diamétre des pycnidiospores ; cette mensuration est effectuée a I'aide d’'un microscope
photonique préalablement étalonné.

2.2.4 Etude du pouvoir pathogéne par la technique d’inoculation
artificielle sous serre

2.2.4.1 Essai sur le blé dur et tendre

Les variétés de blé dur et tendre utilisées lors des inoculations artificielles sont indiquées
dans le tableau 3. Notre choix a été porté au hasard sur trois variétés de chaque espéce
de blé.

2.2.4.2.0btention des plants

Les semis sont réalisés dans des terrines en plastique de 30 cm x 15 cm contenant un
substrat formé d’'un mélange de 1/3 de sable, 1/3 de terre et 1/3 de terreau, préalablement
désinfecté a la chaleur.

Les semis sont réalisés a raison de 09 graines par lignes et 03 lignes par terrine pour
chacune des trois variétés (Fig.8). Les terrines sont mises en place selon un dispositif a
randomisation totale a 03 répétitions (Fig.9) et (Fig.10). Nous avons noté la température
journaliére et nocturne qui était respectivement de 23 a 25 °cet de 9 a 12°c. Pour les terrines
témoins, nous avons prévu 01 témoin par variété ce qui nous donne 9 térrines témoins dont
03 témoins pour les variétés de blé dur et 03 témoins pour les variétés de blé tendre.

2.2.4.3.0btention de I'inoculum

L'inoculum est préparé a partir de cultures d’isolats agées de 7 a 10 jours ayant poussé
sur le milieu YMA ; pour induire une sporulation intense, les cultures sont maintenues sous
un éclairage NUV qui semble favoriser la sporulation (Jenkyn et King, 1977). Sous ces
conditions, la formation de crémes sporiféres de M. graminicola sont récupérées a la surface
du milieu de culture et sont mises en suspension dans des tubes contenant de I'eau distillée

stérile, puis ajustées a une concentration de 106 spores/ml, constituant ainsi I'inoculum.

L'inocum a été réalisé en effectifs égaux.

2.2.4.4. Technique d’inoculation

L'inoculation est réalisée par pulvérisation des plantules de la suspension de
conidies auquelle est ajouté 0.5% de gélatine et du Tween 20 a raison de 5 gouttes par litre
pour favoriser 'adhésion des conidies sur le feuillage (Mazzouz et al, 2000) ; les terrines
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sont incubées au niveau de la serre du département de Botanique de I'Ecole Nationale
Supérieure Agronomique (ENSA) d’El Harrach.

La suspension est ensuite pulvérisée sur les plantules au stade trois feuilles (Fig.11).
Les plants témoins sont pulvérisés avec de I'eau. Afin de maintenir une humidité élevée
nécessaire a l'infection et au développement des symptdmes, nous avons recouvert chaque
terrine par un sac en PVC transparent pour laisser passer la lumiére (Fig.12). Pendant les
72 heures aprés l'inoculation, un humidificateur est placé entre les terrines ; les plantules
sont arrosées tous les jours a raison de deux a quatre pulvérisations par jour.

2.2.4.5.Notations et évaluation de la maladie

Les notations ont porté sur quatre parameétres essentiels exprimant la résistance et le
pouvoir pathogene (El Bouami et Jlibene, 1996).

Figure 9 : Dispositif expérimental adopté pour I'inoculation du blé dur.
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Figure 10 : Dispositif expérimental adopté pour I'inoculation du blé tendre.

a) Période d’incubation (PI) : Temps exprimé en jours qui sépare la contamination et
le début d’apparition des taches chlorotiques causées par le pathogéne.

b) Période de latence (PL) : Temps exprimé en jours qui sépare la contamination et
le début d’apparition des premiéres pycnides.

c) Surface foliaire nécrosée (SFN) : Notée au 24éme jour apres la contamination, elle
est exprimée selon une échelle de 1 (10% de la SFN) a 9 (90% de la SFN) (Eyal et al. 1987)
comme indiqué dans le tableau 4.

Tableau 4 : Echelle de notation de 1 a 9, exprimant la surface foliaire nécrosée (SFN).

Classes % de surface foliaire nécrosée
13579 10% de SFN 30% de SFN 50% de SFN 70%
de SFN 90% de SFN

d) Densité pycnidienne (DP) : Notée au 24°M€ jour apres la contamination, elle est
évaluée selon une échelle de 0 a 4, avec 0 indiquant 'absence de pycnides et 4 présence
de pycnides abondantes ; le niveau de réaction variétale s’établit comme suit :

: Tres résistant (TR).

: Résistant (R).

: Moyennement résistant (MR).
: Moyennement sensible (MS).
: Sensible (S).

A W N -~ O

2.2.5.Analyse et interprétation statistique des résultats

L'analyse statistique des résultats est réalisée par une analyse de la variance et une analyse
hiérarchique des groupements, des individus ou des paramétres étudiés selon le logiciel
STATITCF version 5.0.

37



Etude de la diversité phénotypique et pathologique de Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J.
Schrot. et obtention du téléomorphe en Algérie

[ -

Figure 11 : Méthode de pulvérisation de I'inoculum
a la maniere d’une pluie sur les plantules du blé.

Figure 12 : Disposition des terrines recouvertes par
du film plastique afin de maintenir une humidité saturante.
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Nous avons utilisé ces analyses statistiques pour montrer le rapprochement ou
I'éloignement entre les deux facteurs isolats et variétés, ensuite nous avons analysé un seul
facteur qui est l'isolat afin de mettre en évidence la variabilité de leur pouvoir pathogéne.

2.2.6 Technique d’obtention du téleomorphe, M. graminicola

Parmi les facteurs moyens d’initiation des épidémies de la septoriose, la forme parfaite M.
graminicola est a I'origine de la production des ascospores comme inoculum primaire. A cet
effet, nous avons essayé de rechercher I'existance des groupes de compatibilité sexuelle
des isolats de M. graminicola.

2.2.6.1 Description de la technique d’obtention des Mating types MAT 1-1 et
MAT 1-2

Des croisements in vitro ont été réalisés deux a deux entre les isolats afin d’identifier
les groupes de compatibilité de la reproduction sexuée, soit au total 78 combinaisons de
suspensions de conidies inoculées. A cet effet, nous avons adopté le protocole décrit par
Kaiser et Kusmenoglu (1997) et appliqué pour Ascochyta rabiei.

Les étapes importantes de ce protocole sont décrites ci-dessous:

1. Des feuilles et tiges de blé tendre récoltées au stade maturité (chaume), sont
coupées en morceau de 5a 7 cm.

2. Chaque morceau de feuille de blé est recouvert par du papier aluminium.

3. Stérilisation par autoclavage a 120 C° pendant 20 minutes

4. Des suspensions de spores de (1x106 spores / ml) sont préparées pour chaque
isolat.

5. Des morceaux de feuilles stérilisés, sont plongés dans des tubes a essais contenant
20 ml de suspension conidienne des 2 isolats mélangés deux a deux a concentration
égale et volume égal durant environ 60 mn.

6. Les morceaux de feuilles inoculés sont égouttés et placés sur 2 couches de papier
filtre (Wattman) stérile dans des boites de Pétri stériles en Pyrex.

7. Les boites sont ensuite incubées a 22 C° pendant 24 heures puis placées a 10° C a
'obscurité.

8. Aprés 5 a 6 semaines, des observations pour la formation des pseudothéces, la
forme parfaite de M. graminicola sont effectuées a la loupe tous les jours.

9. Chaque couple de croisement est représenté par une boite de Pétri contenant 1 et
2 morceaux respectivement de tige et de feuilles, inoculées par un couple d’isolats
(Tabl.05).

2.2.6.2 Confirmation des Mating types MAT 1-1 et MAT 1-2 obtenus

A partir de la quatriéme semaine d’incubation des échantillons, des observations sous la
loupe et au microscope sont réalisées quotidiennement sur les confrontations mises en
incubation. Nous procédons au début a I'observation des échantillons sous la loupe pour
détecter la formation sous épidermique des pseudothéces. Le cas échéant, ces périthéces
sont prélevés avec une aiguille stérile sous la hotte stérile, mis entre lame et lamelle,
Iégérement écrasés, cela afin d’'observer sous microscope les asques et ascospores.

2.2.6.3 Isolement des ascospores de M. graminicola et confirmation de
I’anamorphe S.tritici
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Les périthéces obtenus, sont prélevés et écrasés dans quelques gouttes d’eau stérile, puis
étalés en boite de Pétri contenant le milieu de culture PDA. Ces dernieres sont incubées
sous une lumiére blanche continue a une température de 22 °C jusqu’a obtention du stroma

de S.tritici.

Tableau 5 : Couples de croisements effectués pour I'obtention des groupes de compatibilité des isolats

de M. graminicola.
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Croisements effectués

MG.BD.03.01A

MG.BD.03.01A x MG.BT.04.02 MG.BD.03.01A
x MG.BD.04.03 MG.BD.03.01A

x MG.BD.04.04 MG.BD.03.01A

x MG.BD.04.05 MG.BD.03.01A

x MG.BD.04.06 MG.BD.03.01A

x MG.BD.04.07 MG.BD.03.01A

x MG.BD.04.08 MG.BD.03.01A

x MG.BD.04.09 MG.BD.03.01A

x MG.BT.04.10 MG.BD.03.01A

x MG.BT.04.11 MG.BD.03.01A x

MG.BT.04.12 MG.BD.03.01A x MG.BD.04.13B

MG.BT.04.02

MG.BT.04.02x MG.BD.04.03 MG.BT.04.02x
MG.BD.04.04 MG.BT.04.02x
MG.BD.04.05 MG.BT.04.02x
MG.BD.04.06 MG.BT.04.02x
MG.BD.04.07 MG.BT.04.02x
MG.BD.04.08 MG.BT.04.02x
MG.BD.04.09 MG.BT.04.02x
MG.BT.04.10 MG.BT.04.02x
MG.BT.04.11 MG.BT.04.02x
MG.BT.04.12 MG.BT.04.02x MG.BD.04.13B

MG.BD.04.03

MG.BD.04.04

MG.BD.04.05

MG.BD.04.06

MG.BD.04.07

MG.BD.04.03x MG.BD.04.04 MG.BD.04.03x
MG.BD.04.05 MG.BD.04.03x

MG.BD.04.06 MG.BD.04.03x

MG.BD.04.07 MG.BD.04.03x

MG.BD.04.08 MG.BD.04.03x

MG.BD.04.09 MG.BD.04.03x

MG.BT.04.10 MG.BD.04.03x

MG.BT.04.11 MG.BD.04.03x

MG.BT.04.12 MG.BD.04.03x MG.BD.04.13B
MG.BD.04.04x MG.BD.04.05 MG.BD.04.04x
MG.BD.04.06 MG.BD.04.04x

MG.BD.04.07 MG.BD.04.04x

MG.BD.04.08 MG.BD.04.04x

MG.BD.04.09 MG.BD.04.04x

MG.BT.04.10 MG.BD.04.04x

MG.BT.04.11 MG.BD.04.04x

MG.BT.04.12 MG.BD.04.04x MG.BD.04.13B
MG.BD.04.05x MG.BD.04.06 MG.BD.04.05x
MG.BD.04.07 MG.BD.04.05x

MG.BD.04.08 MG.BD.04.05x

MG.BD.04.09 MG.BD.04.05x

MG.BT.04.10 MG.BD.04.05x

MG.BT.04.11 MG.BD.04.05 x

MG.BT.04.12 MG.BD.04.05 x MG.BD.04.13B
MG.BD.04.06x MG.BD.04.07 MG.BD.04.06x
MG.BD.04.08 MG.BD.04.06x

MG.BD.04.09 MG.BD.04.06x

MG.BT.04.10 MG.BD.04.06x

MG.BT.04.11 MG.BD.04.06x 41
MG.BT.04.12 MG.BD.04.06x MG.BD.04.13B
MG.BD.04.07x MG.BD.04.08 MG.BD.04.07x
MG.BD.04.09 MG.BD.04.07x

MG.BT.04.10 MG.BD.04.07x

MG.BT.04.11 MG.BD.04.07x

MG.BT.04.12 MG.BD.04.07x MG.BD.04.13B

MG RD 04 OR

MG RD 04 08y MG RD 04 OO0 MG RD 04 N8
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3 .RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Présentation des prospections et des isolats
obtenus de M. graminicola

42

Les prospections réalisées au mois de Mai durant deux campagnes agricoles successives
2003/2004 et 2004/2005, nous ont permis de noter une forte présence de la septoriose
causée par M. graminicola dans le Nord Est algérien (Annaba, Constantine et Tizi Ouzou)
et le centre algérois (Alger). En particulier, durant la campagne 2004/2005, les prévalences
notées pour M. graminicola au niveau de la station ITGC de Oued Smar, étaient de 60%.
De plus, toutes les variétés cultivées du blé dur et tendre ont présenté une sensibilité vis-
a-vis de la septoriose.

Deux méthodes d’échantillonnage ont été réalisées ; la premiére est complétement
au hasard dont les prélévements sont réalisés sur une vingtaine de parcelles de blé dur
et tendre attaquée par la septoriose. Le deuxiéme échantillonnage est réalisé selon le
protocole de MC Donald (1991) sur une parcelle de blé dur dont I'indice d’attaque par
M. graminicola est de 7 sur une échelle de notation de 0 a 9. Dans le deuxiéme cas,
les échantillons de feuilles présentant des symptédmes de la septoriose a M. graminicola,
sont examinés au laboratoire pour un diagnostic précis ; 'examen microscopique des
pycnidiospores a permis d’identifier 'espéce M. graminicola.

Nous avons obtenu une collection de 23 isolats issus du blé dur et 04 isolats issus du
blé tendre ; 'ensemble des isolats de la collection est présentés dans les tableaux 6 et 7.

Tableau 6 : Isolats de M. graminicola obtenus du blé dur



Code Espéce Varié

té Groupe echantlllonnage

3 .RESULTATS ET DISCUSSIONS

\ Reglon d |solement

MG.BD.03.01A MG.BI203.02B M3 BON ¥/ 0FONES, FHEER @3 0D RmiXE

dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur Blé
dur

Oued Smar) Alger

(

(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Tizi
Ouzou (Mekla) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar) Alger
(Oued Smar)

G1 et G2 représentent les deux groupes d’échantillonage intrarégionales de M.

graminicola selon le modéle de

MC Donald (1991).

Tableau 7 : Isolats de M. graminicola obtenus du blé tendre

Code Espéce Variété Région d’isolement

MG.BT.04.02 MG.BBM tthdi&EBa.04HD \2G0BAMD422D HD1220d0rRte@tieSBeni Mestina) Tizi
tendre Blé CMH76-25/PVN’S’ Ouzou (Freha) Tizi Ouzou
tendre Blé (Mekla) Alger (Oued Smar)
tendre

Les cultures de M. graminicola obtenues aprés deux a trois repiquages sont conservées
dans des tubes contenant le milieu YMA, a une basse température pendant 90 a 120 jours
au maximum ; au-dela de cette période, ces cultures sont repiquées a nouveau pour une
nouvelle conservation. |l est a noter que pour tous les isolats étudiés, la sporulation diminue

avec les repiquages successifs.
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Figure 13 : Pycnides noires trés visibles de
M. graminicola sur feuille de blé (G : 4x10x0.8).

3.1.1 Présentation des symptéomes de la tache foliaire mouchetée
(Speckled Leaf Blotch) :

Des échantillons de feuilles de blé attaquées présentent des taches nécrotiques portant
des pycnides noires disposées linéairement le long des nervures (Fig.13). Les nécroses
de septoriose sont souvent délimitées par les nervures qui s’étendent longitudinalement et
sont parsemées de pycnides noires alignées en paralléle ; 'aspect des taches est assez
diversifié de couleur et de forme. Elles sont souvent irréguliéres et restent localisées en des
endroits comme les bords du limbe ou les espaces internervaires (Fig.14).

3.1.2 Description des organes de reproduction asexuée (pycnides et
pycnidiospores) :

Aprés incubation des fragments en chambre humide, nous avons constaté qu’a partir de

la 4°™M€ heure d’incubation a une température ambiante et sous une lumiére continue, les
pycnides exsudent une gelée incolore transparente sous forme de tortillons, appelée cirrhe
(Fig.14). Ces derniers sont trés importants pour I'identification de M. graminicola, car ils sont
visibles a l'oeil nu et a la loupe.

Les observations microscopiques montrent des pycnidiospores hyalines, filiformes et
courbées a leurs extrémités, ayant 3 a 5 cloisons transversales, mesurant 35 a 98 ym de
long et 1 a 3 um de diamétre (Fig. 18).
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Fig ure 14 : Aspect des nécroses et pycnides
de M. graminicola sur feuilles de blé (G : 1x10x0.8)

(a) Pycnides au bord du limbe ; (b) Pycnides aux espaces internervaires ; (c) Gelée
exsudée par les pycnides : le cirrhe. (G : 4x10x0.8)
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Caracteres | TC( | AS(2) | CL(3) | ET(4) | FO(5) | BOG) | SI(T) | SP(8)
W‘i 1)
Isolats
MG.03.01A (I1) 5T 5T GC FA C Y 0 A
MGO03.02B (12) 8T 8T RE L I O T A
MG.03.03C (13 LE 5T EC RUJ C S0 S0 P
MG.03.04D (14) 5T 5T ERE FA I Y T A
MG.03.05E (15) 5T 5T EC L C Y 0 P
MG.03.06F (16) M Co E Co I F 0 A
MG.03.07G(IT) LE F GC F I S0 0 A
MG.03.08H (I8) 5T 5T EC FA I Y T P
MG.04.03 (I™) 5T 5T EC FA I Y S0 A
MG.04.04 (110) LE F G0 RUJ I S0 0 A
MG.04.05 (T11) 5T 5T GC L I Y T A
MG.04.06 (112) LE 8T RE RU C S0 T F
MG.04.07 (113) M F EC F I F 0 A
MG.04.08 (114) 5T 5T EC FA I Y T P
MG.04.09 (115) I F C F I F ] P
MG.04.13A (I16) |LE 5T EC RUJ C S0 T A
MGO413B (I1IT) |LE F ERE F I S0 0 A
MGO04.13C (T18) | 5T 8T RE EaA I O S0 F
MG.04.13D (11 | LE 5T GC RUJ C S0 S0 P
MG.04.13E (1200 | 5T 5T EC L I Y T A
MGO04.13F (121) (LE F GC RUJ C S0 S0 P
MG.04.13G (122 LE F G0 F I S0 0 A
MGO413H (123 | 5T 5T ERE FA I Y T A
Tableau 8: Caracteres culturaux des 23 jsolats de M.
graminicola du blé dur observés sur le milieu de culture YMA.
Caracteres | TC(1) | AS(2) | CL(3) | ET(4) | FOy%) | BOG) | SI(T) | SP(8)
Wrnux
Isolats
MG.04.02 (124) 5T 5T EC FA I Y T A
MG.04.10 (125) MY Co E Co I F 0 A
AMG.04.11 (126) 8T 8T RE EaA I O T A
MG.04.12 (127) 5T 5T ERE FA C Y S0 P

Tableau 9: Caractéres culturaux des 04 isolats de M.
graminicola du blé tendre observeés sur le milieu de culture YMA.

Légende :

. TC (Type de culture) : ST (Stromatique) ; LE (Levure) ; MY (Mycélienne).
. AS (Aspect des colonies) : CO (Cotonneuse) ; F (Filamenteuse)
CL (Couleur) : RO (Rose obscur) ; RC (Rose clair) ; GC (Gris clair) ; GO (Gris
obscur) ; RE (Rose) ; B (Blanc).
ET (Etendue) : L (Lisse) ; RU (Rugueuse) ; RA (Radieuse (brillante)) ; CO
(Cotonneuse) ; F (Filamenteuse).
FO (Forme) : C (Circulaire) ; | (Irréguliére).
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6. BO (Bordure) : F (Filamenteuse) ; ON (Ondulée) ; SO (Solide).
7. Sl (Structure interne) : O (Opaque) ; SO (Solide) ; T (Transparente).
8. SP (Sporulation) : A (Abondante) ; P (Pauvre).

3.2 .Variabilité culturale des isolats de M. graminicola

3.2.1. Description des types culturaux de M. graminicola apres
isolement et conservation

Aprés plusieurs repiquages, les colonies monoconodiennes de M. graminicola ont
présentées des différences culturales trés distinctes. Ces derniéres ont été classées en trois
types représentés comme suit :

3.2.1.1 Type stromatique (créme bactérienne)

Les colonies sont minces, d’aspect mouillé comme une créme bactérienne, de forme
circulaire ou parfois irrégulieres, de bordure ondulée surélevée, de couleur rose clair a rose,
de surface généralement radieuse et brillante (Fig. 15 b, c, et f). Ce type regroupe les isolats

11, 12, 14, 15, 18, 19, 111, 114, 118, 1120 et 123 obtenus du blé dur ainsi que 124, 126 et 127
obtenus du blé tendre.

3.2.1.2 Type mycélien filamenteux

Les colonies sont circulaires présentant un aspect mycélien ; leur surface est lisse et plane,
de couleur rose chamois, portant une créte de mycélium cotonneux blanchéatre (Fig.15 g et
h). Ce type regroupe les isolats 16, 113, 115 du blé dur et Iisolat 125 du blé tendre.

3.2.1.3.Type albino

Les colonies présentent un aspect duveteux, de forme irréguliere dont les bordures
sont ondulées et solides ; leur couleur est un mélange de rose clair, gris clair et gris
foncé avec une surface rugueuse et filamenteuse (Fig. 15 a, d et e€). Ce type regroupe les
isolats uniquement du blé dur 13, 17, 110, 112, 116, 117, 119, 121 et 122. Nous avons supposé
que le nombre d’isolats de blé tendre reste insuffisant par rapport aux isolats de blé dur, sur
lequel nous avons constaté les 03 types d’aspect culturaux de M. graminicola.
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(d) Culture A-ON+-SCHGC+B-P

(g} Culture STHRCHL+T+A

'g) Culturs M+ CO+B+GO-F+P () Culturs M+CO-F+RC-B-P
Figure 15 : Différents aspects culturaux de M. graminicola (G : 4x10x0.8).

3.2.1.4 Aspect des colonies aprés conservation :

Toutes les cultures de M. graminicola sur le milieu YMA, développent aprés une période
conservation de 90 a 120 jours, des plages d’aspect mycélien ramifié, de couleur marron
fonceé sur le pourtour de la masse roséatre ; la culture devient par la suite complétement noire

et séche (Fig. 16).

Le repiquage de cette culture noircie et séche sur un milieu de culture YMA, donne
une masse d’'une couleur grisatre entouré d’un duvet blanc. L'observation microscopique
d’'un fragment de cette formation a révélé la présence d’'un mycélium sous forme d’hyphes

bourgeonnants.

Néanmoins certaines cultures conservées dans les mémes conditions, présentent au

bout de 30 a

60 jours de conservation, la formation de petites masses noires sur le stroma a partir

de laquelle
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exude une creme bacterienne (Fig.17). Lexamen au microscope révéle que ces
formations sont constituées uniquement de mycélium.

3.2.2 Discussions :

La variabilité culturale de M. graminicola étudiée par la description des types culturaux que
nous avons obtenu dans nos résultats, correspond aux fréquentes analyses de la variabilité
culturale des isolats de M. graminicola reporté dans plusieurs études (Cordo et Lindkuist,
1987 ; Fitzgerald et Cooke, 1989).

Ainsi des variations dans les aspects de culture des colonies, ont été souvent
rapportées sur les Septoria spp. : Septoria lycopersici (Perello et al, 1990), Stagonospora
nodorum (Griffiths et Ao, 1980), Stagonospora avenae (Hooker, 1957) et particulierement
sur M. graminicola (Cordo et al, 1997). D’aprés ces travaux, la variabilité culturale des isolats
de M. graminicola est exprimée par la forme des colonies, leur couleur, leur étendue, et leur
bordure. De ce fait, La variabilité culturale de M. graminicola en Algérie est confirmée.

La variabilité culturale peut s’expliquer par la présence d’un géne inactif venant de la
génération des parents qui devient actif et produit des changements dans les générations
descendantes (Stakman et Harrar, 1957 in Cordo et al, 1997).

(a) &)

Figure 16 : Aspect des cultures de M. graminicola
(noire et seche) aprés conservation (G : 4x10x0.8).

(a)Début de noircissement de la culture de M. graminicola ; (b) Culture de M.
graminicolacomplétement noire et séche.
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Figure 17 : Culture de M. graminicola sous forme de masse noire
(fleche) a partir de laquelle exude une creme bactérienne (G : 4x10x0.8).

Pour les observations notées lors de la conservation des cultures de M. graminicola
pour des périodes allant de 30 a 120 jours, les facteurs qui ont influencé ces variations
n‘ont pas pu étre déterminés. Toutefois, des études rapportent que des mutations sont
induites par le milieu nutritif (Griffiths et Ao, 1980) ou par des agents toxiques ou encore
par des produits mutagénes (Cordo et al., 1993 ; Cordo et al., 1997) ; ces hypothéses
restent a confirmer par des études plus approfondies. Il serait aussi intéressant de tester ces
nouveaux types morphologiques in vivo afin de montrer leur effet pathologique sur le blé.
Ce qui serait encore plus intéressant, c’est de réaliser une étude cytologique et moléculaire
sur ces changements afin de mieux comprendre la variabilité génétique du pathogéne et
son comportement épidémiologique en plein champ.

3.3 Variabilité morphologique des pycnidiospores de
M. graminicola

3.3.1 Présentation des résultats :

50

L'étude morphologique des pycnidiospores de M. graminicola a été réalisée en mesurant
la longueur et le diamétre moyen de 100 pycnidiospores prises de fagon aléatoire ; ces
mensurations sont présentées dans le tableau 10 ou on peut distinguer les macro et
micro conidies. Pour les 27 isolats, une estimation des dimensions (L) et (D), représentant
successivement la longueur et le diamétre des pycnidiospores, a été faite a l'aide d’un
microscope préalablement étalonné.

D’aprés les résultats obtenus, la taille des deux types de conidies de M. graminicola, ont
montré deux types des pycnidiospores. Ces derniers sont de 35,42 91,9 umx 1,31 a 3 um
pour les macroconidiospores qui sont hyalines, filiformes et courbées ayant 3 a 5 cloisons et
de 82a10,22 um x 0,8 a 1 ym pour les microconidiospores qui sont non cloisonnées (Fig. 18).



En effet, les mensurations de la longueur et du diamétre des pycnidiospores de M.
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graminicola, ont montré une forte variabilité morphologique entre les isolats. Les longueurs
des pycnidiospores des isolats 11, 13, 15, 16 et |7 varient de 33,33 a 64,96 um avec des
diamétres variant de 1,18 a 2,44 um avec une absence totale de micro-pycnidiospores.
Les isolats 12 et 14 ont présentés 1 % de micro-pycnidiospores avec des mensurations de
longueur et diamétre respectivement de 8,18 x 0,81 um et 8,5 x 0,86 um.

Lisolat 18 a montré plus de micro-pycnidiopores que de macro-pycnidiospores avec
des mensurations de longueur et de diamétre respectivement de 9,50 um x 0,90 um et de

64,96 um x 1,98 um.

Macro-pyenidiospores Micro-pyvenidiospores
Longueur Diameétre Longueur Diamétre

Izolats movenne (um) | moven (pum) movenne (um) | moven (um)
I1 32.60 1.60 0.00 0.00
12 414¢ 148 5.18 0.81
13 47.04 49 0.00 0.00
Gl | 30.69 T3] 830 0.88
IE 3203 0 0.00 0.00
16 52.72 j 0.00 0.00
17 2.7 ] 0.00 0.00
18 33.33 A3 218 0.589
19 3300 1.87 0.42 00
110 343 1.88 .32 0.93
I11 2323 18 0.58 0.51
12 3042 30 10.34 0.58
I13 203 33 013 0.9
114 3856 Ad 8.16 0.81
115 4132 1.37 0.32 00
114 47.06 56 8.84 0.88
117 49.67 1.64 0.46 00
118 64.94 244 9.50 0.90
il i 536 L 030 03
120 46.93 45 8.18 0.80
121 38.8% 192 0.30 0.37
I 34.14 1.85 .83 0.93
123 30.72 1.69 .42 0.5
124 4372 1.31 .20 0.89
125 47. 36 0.10 0.99
124 4745 36 0.34 00
127 4130 k] 5.99 0.87

Tableau 10 : Mensuration des pycnidiospores de M. graminicola.

51



Etude de la diversité phénotypique et pathologique de Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J.
Schrot. et obtention du téléomorphe en Algérie

r‘h.*lfﬁi-ﬁ'a

o e

A

Fig ure 18 : Types des pycnidiopores de M. graminicola (G : 4x10x0.8).

Il a été constaté également une différence dans la dimension des pycnidiospores au
sein d’une population de M. graminicola , issue d’'une méme parcelle. Ainsi, le tableau 10
montre une variabilité intrarégionale au sein des deux groupes d’isolats obtenus a partir
d’'une seule parcelle de blé, composés respectivement des isolats 11 a I8 (G1) et [16 a 123
(G2). L'analyse statistique révéle des différences trés hautement significatives pour les deux
caractéres morphologiques, longueur et diamétre des macro-pycnidiospores (Tabl.11 et 12).

SCE DDL CM  TestF Proba ET. CV. &5

War totale 2007012 2672 785
War Isolat 272109 26 48027 15694 0.0000 THS
Varrésiduslle | 824903 2846 312 177 36.2%

=]

Tableau 11 : Analyse de la variance pour la
longueur des macro-pycnidiospores de M. graminicola.

Le test Newman-Keuls classe les isolats en groupes homogénes selon la longueur de
leurs macro-pycnidiospores.

Test de NEWMAN-KEULS - seuil = 5% pour la longueurs des macro-
pycnidiospores

F1 Libelles Moyennes Groupes homogénes
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g 1% 2.83 A

18 1% 2.66 A

11 111 236 A

12 112 231 A

14 N4 742 =1

i I3 T.13 EC

13 113 6.90 BC

13 113 6.60 C

4 14 333 D

1 11 3.26 D

19 N9 473 E

212 466 E

T I7 434 E

g I9 448 E

16 16 448 E

10 N0 443 E

17 11 433 E

6 Ia 423 E

3 I3 407 E

27 7 343 F

24 24 2.82

25 I25 281

26 16 272

21 11 219 GH
20 2o 1.92 HI
22 122 1.70 HI
23 23 138 I

Tableau 12 : Analyse de la variance du diametre
des macro-pycnidiospores de M. graminicola

SCE DDL CM TestF Probza ET. CV. 55
Var Totale 4704 2672 002
Varlselst 2974 26 114 17304 0.0000 THS
VarResiduelle 1 1729 2844 0.01 0.08 26.1%

Tableau 12 : Analyse de la variance du diametre
des macro-pycnidiospores de M. graminicola

Le test Newman-Keuls a classé les isolats en groupes homogénes selon le diamétre

de leurs macro-pycnidiospores.
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Test de NEWMAN-KEULS - seuil = 5% pour le diamétre des macro-
pycnidiospores :

F1 Libelles Moyennes Groupes homogénes

18 118 043 A

g Is 042 AB

13 113 o4 ABC

1 11 041 AEBC

12 112 o4 ABC

11 11 0.40 ABC

14 114 040 B C

TI7 0.39 cD

4 14 038 cD

212 0.38 cD

15 113 0.38 cD

i I3 037 cD

16 116 0.36 DE

19 119 0.33 DE

o 19 0.34 EF

6 Ié 0.32 F

17 117 0.32 F

3 I3 0.32 F

10 110 0.28 G

27 7 0.24 H

23 I3 0.22 HI
24 124 022 H I
26 126 020 I
22 12 o1 I
21 1 011 1
23 123 011 1
20 120 0.10 I

3.3.2 Discussion

54

Les dimensions des pycnidiospores des 27 isolats de M. graminicolarécoltés du blé dur et
blé tendre en Algérie correspondent trés sensiblement aux dimensions des pycnidiospores
rapportées par Eyal et al. (1987).

La mensuration des pycnidiospores a été réalisée afin de confirmer ou d’infirmer
I'hypothese de diversité morphologique. Il'y a certainement une relation entre les différences
constatées sur I'aspect cultural des colonies de M. graminicolaet les mensurations de leur
pycnidiospores, d’ou l'interet de la variabilité morphologique qui a été manifesté pendant
longtemps comme un indicateur privilégié de la diversité des populations. Djerbi (1978)
a rapporté que le S.tritici montre un polymorphisme trés marqué lorsqu’il est cultivé in
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vitro ; pour la germination des spores, Weber (1922) avait déja observé la production de
microconidies par les pycnospores in vitro, Benedict (1971) en a donné une description plus
détaillé et Djerbi (1972 in Djerbi 1978) en fait également mention in vivo.

3.4 .Variabilité pathologique des isolats de M.
graminicola

Cette étude menée sur les différents stades de développement de la septoriose est suivi par
I’évaluation des quatre parameétres de la maladie : Pl, PL, SFN et DP permettant d’apprécier
le pouvoir pathogéne des isolats et la résistance des génotypes.

3.4.1 Période d’incubation (PI)

3.4.1.1 Présentation des résultats

La période d’incubation se manifeste par I'apparition des premiéres chloroses sur les
extrémités des feuilles ; cette période est variable selon les variétés. Ainsi la variété de
blé tendre Mahon Demias et les variétés de blé dur Waha et Bidi17, restent vertes sans

symptomes jusqu’au 10°Me jour, alors que les premiers symptémes apparaissent a partir

du 5°™€jour pour le blé dur Vitron et pour le blé tendre HD1220 (Tabl.1 et 2 en annexe, Fig.

20 et Fig.21). Ces premiers symptomes se présentent sous forme de taches chlorotiques de
couleur vert clair au début puis jaunatre a brun brique par la suite. D’abord de forme ronde
a ovale, ces taches chlorotiques prennent plus tard une forme allongée (Fig. 19).

Il apparait donc sur une méme variété de blé dur, une différence dans la période
d’incubation entre les isolats 12, 15, I8 et [12 qui provoquent des chloroses sur les deux
variétés Bidi17 et Vitron aprés seulement 5 jours d’incubation. En revanche l'isolat 117 ne
donne des chloroses sur ces mémes variétés qu’aprés 9 a 10 jours d’incubation. Pour I'essai
blé tendre, il a été constaté que lisolat 126 a donné des chloroses au bout du 5eme
aprés inoculation (Fig. 21).

jour

Par ailleurs I'étude des deux groupes d’isolats échantillonnés d’'une méme localité, a
montré des différences de leur degré d’attaque sur une méme variété. En effet, les six isolats
eme

11, 12, 15, 16, 17 et 18 provoquent des chloroses sur la variété Bidi17 a partir du 5 jour

alors que les isolats I3 et 14 provoquent les nécroses au 6emejour a peu de différence prés.
Nous pouvons conclure que sur cette méme variété de blé dur, les 08 isolats du premier
groupe ont provoqué les premiers symptdémes au bout d’'une méme période d’'incubation. Le
comportement de ces 08 isolats est trés différent vis-a-vis des deux autres variétés Vitron
eme o 78Me

et a partirdu 8 jour sur la variété Waha. Ces 08 isolats ont marqué une nette
différence de comportement entre les 03 variétés ainsi qu’au sein de la méme variété. Sur
la variété Vitron la plus cultivée en Algérie, les isolats 12, IS5 et I7 ont montré des chloroses

au bout du 5°™M€ jour, 14, 116 et |7 au bout du 5°™¢ eme
la différence est légére mais elle existe.

et Waha ; ils ont manifesté des chloroses entre le 5
eme ot 1Oéme

jour sur la variété Vitron

jour et |1 et 13 au bout du 7 jour,
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Concernant le 2°™M® groupe d’échantillonage, les huit isolats se sont montrés trés
différents sur la variété Vitron. Les isolats 118 et 120 ont montré des chloroses au bout du
gEme

jour, les isolats 116

(a) (b)
{2} Face mftneure de la fewille ; (b) Face supeneure de la fewille

Figure 19 : Palissement du limbe, premier symptéme
provoqué par M. graminicola sur la feuille du blé (G : 1x10x0.8).
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Figure 20 : Périodes d’incubation en jours obtenues sur blé dur
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10
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P mY2(HD 1220)
i - = V3 (Mahon Demias)
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lsplat ST.O4.025T.04.105T.04,115T.04.12
(24} [25] (126} (27}

Figure 21 : Périodes d’incubation en jours obtenues sur blé tendre

et 119 au bout du 7°™M® jour, les isolats 121 et 122 au bout du gtme jour et les isolats

117 et 123 au bout du 10éme jour.

Autrement, quoiqu’issus d’'une méme localité, les isolats se comportent différemment
sur une méme variété. Cela supposerait I'existence d’'une variabilité pathologique intra
régionale chez M. graminicola.

L'analyse de la variance s’est révélée non significative pour la premiére étape de la
maladie (P >0,05) (Tabl. 13 et 14) respectivement sur le blé dur et le blé tendre. Par contre,
la méme analyse a révélée des différences trés hautements significatives pour les variétés
du blé dur (P < 0,05).

s.CE DDL Chi TestF Prebz ET. CV. 55

WVar. Totzle 405572 206 19.69

Var. Vansate 12259 2 6120 314 0.0434 THS
Var. Isolat 44504 12 2027 104 04241 N5
WVar. Iinter F1*2 19052 44 179 092  0.6170

Var. Residuelle 1 2689667 138 1854 442 38.38%

Tableau 13 : Analyse de la variance de la période d’incubation (Pl) sur le blé dur.

57



Etude de la diversité phénotypique et pathologique de Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J.
Schrot. et obtention du téléomorphe en Algérie

S.CE DDL ChM  TestF Preba ET. CV. 55

Var. Totale 460035 35 344

WVar, Varidts 33930 2 26069 208 01443

Var. Isolat 23700 3 1900 061 0.6186 N5
Var. linter F1%2 71530 6 925 092 04984

Var Residuslle 1 3108.67 24 129 53 11.38 132.2%

Tableau 14 : Analyse de la variance de la période d’incubation (Pl) sur le blé tendre.

3.4.1.2 Discussion

Les premiers symptémes de M. graminicola apparaissent généralement 5 a 6 jours aprées
l'inoculation, sous forme de Iésions chlorotiques et 'ensemble des isolats a donné des
chloroses au bout du 7°™M® jour d’incubation ; cela correspond a ce qui est rapporté par la
littérature (Eyal et al., 1976 ; Zillinsky, 1983 ; Eyal et al., 1987).

Les différences de comportement obtenues par les isolats de blé dur et blé tendre
sur leurs hotes respectifs, peuvent s’expliquer par le fait que les isolats ont reconnu leur
hote spécifique ; ce qui confirme encore une fois la spécificité parasitaire de ces deux
pathosystemes.

L'’hypothése de la virulence spécifique de M. graminicola sur les blés (dur et tendre) a
été rapportée en Algérie par Touati-Hattab (2005). Dans le monde, Eyal et al. (1973) et Kema
(1996) ont précisé que les isolats du blé dur et ceux du blé tendre sont considérablement
différents dans leur pathogénicité. Ce type de comportement suggére que le blé dur posséde
des génes de résistance autres que ceux du blé tendre (Saadaoui, 1987). La diversité
obtenue au niveau d’'une méme localité n’est pas surprenante puisque Wolf (1985) a
rapporté I'existence d’une diversité genétique au sein d’un seul champ de blé. Mc Dermott
et Mc Donald (1993) ont signalé que plus de 1 000 isolats différents peuvent étre collectés
en une seule localité pour un seul pathogéne.

3.4.2 Période de latence (PL)
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3.4.2.1 Présentation des résultats

Les résultats obtenus pour la période de latence, nous montrent le temps en jours, qui
correspond respectivement a I'apparition des pycnides pour le blé dur et le blé tendre illustré
par la figure 22.

Les résultats de la période de latence (Tabl 3 et 4 en annexe) montrent que les pycnides
se forment sur les nécroses a partir du 206Me jour aprés inoculation selon I'agressivité des
isolats et la sensibilité des variétés. Les pycnides peuvent se former parfois sur les parties
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vertes du limbe (Fig.25) alors que M. graminicola est considéré comme un nécrotrophe qui
ne devrait sporuler que sur du tissu mort.

En effet, tous les isolats ont développé des pycnides au bout de 2 a 3 semaines aprés

inoculation, avec des différences selon les isolats et les génotypes. Le 18f groupe d’isolats
(11 a18), a montré des différences dans la période d’apparition des pycnides ; cette période
varie entre 14 et 21 jours, sauf pour l'isolat 14, qui a donné des pycnides aprés seulement
14 jours d’incubation sur la variété Bidi 17. Les premiéres pycnides sont apparues au bout

du 15°™M€ jour pour les isolats du blé dur 113, 115 et I'solat 12 du blé tendre. Pour le reste
des isolats (19 a 127), une différence de 2 a 4 jours entre les isolats est notée pour le
développement des pycnides.

Ces différences de comportement dans l'interaction plante hote /pathogéne montrent
gu’une plus grande résistance des génotypes s’est exprimée par une période de latence
plus longue et dont les pycnides apparaissent plus tardivement, ou pas du tout ; en particulier
lisolat 14 s’est différencié des autres en formant de longues nécroses sans pycnides sur
la variété Waha.

Toutefois, I'analyse de la variance a révélé une différence non significative entre les
isolats pour la période de latence (P >0,05) (tabl.15 et 16 respectivement pour le blé dur et
blé tendre). La méme analyse a révélée des différences trés hautements significatives pour
les variétés du blé dur (P < 0,05).

3.4.2.2 Discussion

Nos résultats montrent I'apparition des pycnides entre 2 a 3 semaines d’incubation. Ces
résultats correspondent a ceux rapportés par Kema et al. (1996a) considérant que les
pycnides de M. graminicola apparaissent aprés 3 semaines d’incubation. Ces mémes
résultats ont été rapportés auparavant par Eyal et al (1976) et Eyal et al. (1987).

L'apparition des pycnides notée aprés 18 jours d’incubation est localisée au niveau des
nécroses disposées parallelement aux nervures dans les cavités somatiques ; elles peuvent
apparaitre sur les deux faces de la feuille comme rapporté par Ezzahiri et al. (1996).
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(k)

Figure 22: Pycnides de M. graminicola formés apres inoculation (G : 1x10x0.8).

5.C.E. DDL cM TestF Prebza ET. CV. 355

Var. Totzle 312831 204 1519

Var. Variéte 131.14 2 63.57 395 0.0211 THS
Var. Isolat 2790 1 12.69 076 0.7639 N5
Var. Inter F1%2 429735 44 am 039 0977

Var. Bésuduelle 1 228933 13 16.59 407 230%

Tableau 15 : Analyse de la variance pour la période de latence (PL) sur le blé dur.
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sCE DDL Ch TestF Preba ET. CV. 535

Var. Totzle 40756 35 44

Var, Varists 0.39 2 019 0.0 0.9368

Var Isolat 2033 3 a78 0.71 0.5588 N.5
Var Imter F1%2 4717 b 186 057 07511

Var Residuslle 1 33067 24 13.78 371 220%

Tableau 16 : Analyse de la variance pour la période de latence (PL) sur le blé tendre.

3.4.3 Surface foliaire nécrosée (SFN)

3.4.3.1 Présentation des résultats

La surface foliaire nécrosée (SFN), notée au 246Me jour aprés les inoculations du blé dur
(Tabl.17) et blé tendre (Tabl. 18), montre que leur indice varie de 1.33 a 9 pour les variétés
de blé dur. De ce fait, les isolats 19 et 115 ont manifesté un comportement trés agressif sur
les trois variétés avec un indice moyen d’attaque respectivement de 8.66 et 7.88.
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Figure.23 : Périodes de latence en jours obtenues avec les isolats de blé dur
20
18 1°
16 +°
14 1
12
10 m Y1 (Anza)
g8 1 mY2(HD 1220}
61 =3 (Mahon Demias)
4 +
2 3
D oA 1 1
isolat ST.04.05T.04.1BT.04.115T.04.12
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Figure.24 : Périodes de latence en jours obtenues avec les isolats de blé tendre
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La surface foliare nécrosée pour le blé tendre varié de 3 a 9 ou I'isolat 125 s’est montré
trés agressif avec un indice de SFN de 8.22 suivi de 127 avec un indice de SFN de 7.33,
de l'isolat 126 avec un indice de SFN de 7.00 et enfin de l'isolat 124 avec un indice de SFN
de 5.88. On peut conclure que, tous les isolats se sont montrés agressifs a trés agressifs
sur les trois variétés du blé tendre étudiées.

Varietes | V1 (Bidi 17) V2 (Vitron) V3 (Waha) Indice moyen

Isolats

MG.03.01A Iy | 7.33 8.00 2.33 5.88
MG.03.02B (I2) | 6.66 7.33 6.66 6.88
MG.03.03C(I3) | 833 6.33 6.00 6.88
MG.03.04D(I4) | 7.66 8.66 1.66 3.99
MG.03.05E (I5) | 6.66 7.00 3.33 5.66
MG.03.06F (1I6) 5.66 5.00 1.66 4.10
MG.03.07G(I7)y | 7.33 433 2.33 4.66
MG.03.08H (I8) | 6.33 5.66 1.33 4.4
MG.04.03 (I9) 833 9.00 8.66 8.66
MG.04.04 (I10) 5.66 6.33 1.66 453
MG.04.05 (I11) 5.33 6.00 1.66 433
MG.04.06 (I12) 6.33 8.33 5.00 6.35
MG.04.07 (I13) 6.66 6.00 3.33 533
MG.04.08 (I14) 3.66 3.00 2.33 3.66
MG.04.09 (I15) 6.00 9.00 2.66 7.88
MG.04.13A (I16) | 7.00 5.33 3.66 533
MG.04.13B (I17) | 6.33 4.66 4.66 521
MG.04.13C (I18) | 6.66 6.33 4.66 5.88
MG.04.13D (T19) | 6.33 5.33 3.66 6.44
MG.04.13E (1200 | 7.33 8.00 4.00 6.4
MG.04.13F (I21) | 4.00 6.33 3.66 4 .66
MG.04.13G (I22) | 7.33 9.00 4.00 6.88
MG.04.13H (I23) | 7.66 8.66 4.33 6.38

Tableau 17 : Indice de la SFN, obtenu sur les feuilles de blé dur.
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Tableau 18 : Indice de la SFN, obtenu sur les feuilles de blé tendre.

Fig. 25: Pycnides se formant sur les parties vertes de la feuille de blé (G : 1x10x0.8).



3 .RESULTATS ET DISCUSSIONS

Figure. 26 : Différents niveaux de SFN sur les feuilles de blé (G : 1x10x0.8).

Les variétés de blé dur et du blé tendre se sont révélées de moyennement sensibles a
sensibles vis-a-vis des isolats étudiés. Pour I'essai sur blé dur, la variété Vitron s’est montrée
la plus sensible vis-a-vis des deux isolats les plus agressifs 19 et 115 avec une SFN de 9,
00, suivi de la variété Waha avec une SFN de 8,66 et enfin la variété Bidi17 avec une SFN
de 6, 00.

Selon les groupes d’échantillonages obtenus, nous notons une variabilité du pouvoir
pathogéne chez les isolats étudiés de M. graminicola.Au sein du premier groupe d’isolats (11
a 18), il ya une nette différence dans leur pathogénicité vis-a-vis des trois variétés étudiées
des deux espéces de blé. Toutefois, seuls les deux isolats 12 et I3 ont montré un méme
indice de SFN (6, 88), le reste des isolats ont montré des indices de SFN trés différents.
Pour I'échantillonnage au hasard, les isolats du 3eme groupe (116 a 123), se
caractérisent par une nette variabilité de leur agressivité sur les trois variétés étudiées. A
I'exception des deux isolats 122 et 123, qui ont manifesté un méme indice de SFN (6.88), les
autres isolats se sont montrés tres variables les uns par rapport aux autres. Par conséquent,
nous déduisons qu’au sein d’'un méme champ de blé, les isolats de M. graminicola peuvent
étre pathologiquement éloignés les uns des autres. La figure 26 montre les différents
niveaux de SFN sur les feuilles de blé.

L'analyse de la variance pour ce caractére (SFN) s’est révélée trés hautement
significative pour les isolats du blé dur (P< 0,05) (Tab.19) et significative pour les variétés de
blé tendre (Tabl.20). Le test de NEWMAN-KEULS nous a permis de classer les isolats de
blé dur et les variétés de blé tendre respectivement en cing et deux groupes homogenes.
L'analyse de la varaiance a révélée des différences trés hautements significatives pour les
variétés du blé dur et tendre (P < 0,05).
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s.CE. DDL Ch TestF Proba ET. CV. 55
Var. Totale 1689.59 206 8.20
Var. Vansts 44878 2 224 3¢ 4382 0.0000 I.H.5
WVar Isolat 27713 22 12.60 274 00002 THS
WVar Inter F1%2 328.56 == 147 1.63  0.0180
Var Bésuduelle 1 43411 138 4.0 214 451%

Tableau 19 : Analyse de la variance de la SFN pour le blé dur.

Libelles Movennes Groupes homogenes
g IS 1.11 A
g B I T s | ﬁ ::': d'l.
15 I15 .33 A
23 I23 6.33 A
3 747 -Tlg"l d'l.
2 D 5.38 A
I4 5.15 A

20 TN -_TI L a.dll

E
E
E
EC
EC
BEC
EC
13 II8 481 ABC
5 IS 478 ABC
6 I6 47 ABC
3 I3 474 ABC
19 119 459 ABC
8 I8 435 ABC
10 110 448 ABC
17 117 448 ABC
1 II 415 ABC
13 113 400 ABC
16 I16 400 ABC
11 111 3.37 BEC
1 I 3.22 EC
14 114 3.04 EC
21 I21 2.33 C
Test NEW-MEN et KEULS a 5% (Blé dur):
SCE DDL CM TestF Probz ET. CV. 55
Var. Totale 232775 35 1.22
Var. Varists 109.30 2 5465 1287  0.0002 H.5
Var. Iscalt 2745 3 9.15 216 01134
Var. Inter F1*2 1412 b 2.33 035 0.7632
Var. Rasiduelle 1 101.88 24 424 206 30.1%

Tableau 20 : Analyse de la variance pour de la SFN pour le blé tendre.
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F1 Libeles Movennes Groupes homogenes

33 .39 A
2 W2 175 A
1 VI 4.41 B

Test de NEWMAN-KEULS - seuil = 5% (Blé tendre)

3.4.3.2 Discussion

La surface foliaire nécrosée (SFN) est considérée comme un des principaux parameétre
d’évaluation de la septoriose a I'égard de M. graminicola, comme signalée par plusieurs
auteurs (Eyal et al., 1985 ; Saddaoui, 1987 ; El Bouami et Jlibene, 1996).

D’autres auteurs considérent que la résistance peut s’exprimer par une réduction de la
densité des pycnides, une réduction de leur dimension ainsi qu’une diminution de la quantité
de pycnidiospores produites (Shaner et al., 1976 ; Googh, 1978 ). En effet, la zone des
tissus infectés recouverte de pycnides est I'un des paramétres importants qui conditionnent
I'extension d’une épidémie de la septoriose a M. graminicola. La quantité de pycnidiospores
produites et dissiminées a partir des fructifications dépend de I'extension de I'épidémie,
d’ou I'importance de I'utilisation de ce paramétre en sélection (EI Bouami et Jlibene, 1996).
D’aprés Perello et al (1991), la SFN reste un bon indicateur du développement de la maladie
au niveau des variétés.

3.4.4 Densité pycnidienne (DP)

3.4.4.1 Présentation des résultats

Faisant suite a la surface foliaire nécrosée, la formation des pycnides (Fig.27), exprimée
par la densité pycnidienne (DP) est notée au 24°Me jour aprés inoculation (Tab.21 et 22).

Ce stade de la maladie nous a permis d’évaluer la sévérité des isolats, mais surtout
d’apprécier le niveau de résistance des variétés étudiées. D’aprés nos résultats, nous
constatons que les isolats ont présenté des différences significatives de leur densité
pycnidienne (DP) pour les deux espéces de blé étudiées. Pour le blé dur, les 23 isolats
ont manifesté des différences trés hautement significatives sur les trois variétés étudiées
(Tabl. 23).

Ainsi la variété Bidi 17 a révélé des différences de comportement a I'égard des isolats
qui s’établissent comme suit :

Résistante (R) vis a vis de I'isolat 111 avec une de DP de 0,33.

Moyennement résistante (MR) vis-a-vis des isolats I1, 14, 15, 16, 17, 110 112, 113, 117,
119 et 121 avec des DP de 1 a 2.

Moyennement sensible (MS) a I'égard des isolats 18, 19, 114, 116, 118 et 120 avec des
DP de 2 a 3.

Sensible (S) vis-a-vis des isolats 12, 13, 115, 122 et 123 avec des DP de 3 a 4.
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Variétes V1 (Bidi 17) V2 (Vitron) V3 (Waha)

kh

MG.03.01A (I1) 1.33 2.00 2.33
MG.03.02B (12) 3.00 2.00 3.66
MG.03.03C (13) 366 3.00 2.00
MG.03.04D (14) 1.33 133 .66
MG.03.05E (I5) 1.33 3.66 266
MG.03.06F (I6) 1.33 1.00 .66
MG.03.07G (IT) 1.66 2.33 1.33
MG.03.058H (I5) 266 3.33 1.33
MG.04.03 (19) 2.33 4.00 3.66
MG.04.04 (T10) 1.33 1.66 266
MG.04.05 (I11) (.33 1.66 266
MG.04.06 (I12) 2.00 3.66 1.00
MG.04.07 (I13) 1.66 3.66 2.66
MG.04.08 (I14) 2.33 2.66 3.00
MG.04.09 (TI15) 366 4.00 4.00
MG.04.13A (T16) 166 1.00 066
MG.04.13B (I17) 2.00 3.33 4.00
MG.04.13C (118) 266 2.33 2.00
MG.04.13D (119) 2.00 3.33 3.00
MG.04.13E (120) 2.33 3.00 2.00
MG.04.13F (121) 2.00 4.00 2.33
MG.04.13G (122 .66 3.66 3.00
MG.04.13H (123) 366 4.00 4.00

Tableau 21 : Densités pycnidiennes obtenues avec les isolats de blé dur.

Variétés V1 Il-'!l..ll.za] VI (HD 1210) V3 (Mahon Demias)
‘h
MG.04.02 (I24) 3.33 4.00 366
MG.04.10 (I25) 3.00 4.00 3.33
MG.04.11 (I26) 3.00 3.66 333
MG.04.12 (I27) 333 400 300

Tableau 22 : Densités pycnidiennes obtenues avec les isolats de blé tendre.




3 .RESULTATS ET DISCUSSIONS

Figure. 27 : Densité pycnidienne sur la feuille de blé (G : 1x10x0.8).

Variétés | V1 (Bidi 17) V2 (Vitrom) V3 (Waha)
h
MG.03.0LA (I1) ME ME M3
MG.03.02B (I1) MS ME. s
MG.03.03C (13) s M5 MR
MG.03.04D (14) ME ME. E
MG.03.05E (I5) ME 5 MS
MG.03.06F (I6) ME E i3
MG.03.07G(IT) ME MS ME
MG.03.08H (I8) M3 5 MR
MG.04.03 (I9) MS 5 5
MG.04.04 (TI10) ME ME. MS
MG.04.05 (I11) E ME. MS
MG.04.06 (I12) ME 5 E
MG.04.07 (I13) ME 5 M3
MG.04.08 (I14) M3 M3 M3
MG.04.09 (T15) 5 5 g
MG.04.13A (I16) MS E E
MG.04.13B (I17) ME 5 S
MG.04.13C (I18) MS MS ME
MG.04.13D (I19) ME 5 M3
MG.04.13E (I20) MS MS ME
MG.04.13F (121) ME 5 MS
MG.04.13G (I22) S 5 MS
MG.O4.13HI23) | & g g

Tableau 23 : Réponse des variétés étudiées vis-a-vis des isolats de blé dur.
Pour la variété Vitron, les isolats se sont comportés également difféeremment :

Résistante (R) vis-a-vis des isolats 16 et 116 avec une DP de 1.

69




Etude de la diversité phénotypique et pathologique de Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J.
Schrot. et obtention du téléomorphe en Algérie

Moyennement résistante (MR) a I'égard des isolats 11, 12, 14, 110 et 111 avec une DP
de 1a2.

Moyennement sensible (MS) vis-a-vis des isolats 13, 17, 114, 118 et 120 avec une DP
de 2 a3.

Sensible (S) a I'égard des isolats 15, 18, 19, 112, 113, 115, 117, 119, 121, 122 et 123 avec
une DP de 3 a 4.

La troisiéme variété Waha, a montré le comportement suivant :

Résistante (R) vis-a-vis des isolats 14, 16, 112 et 116 dont la DP varie de 0 a 1.
Moyennement résistante (MR) a I'égard des isolats 13, 17, 18, 118 et 120 dont la DP
varie de 1 a 2.

Moyennement sensible (MS) envers les isolats 11, 15, 110, 111, 113, [19 et 121 dont |la
DP varie de 2 a 3.

Sensible (S) a I'égard des isolats 12, 19, 114, 115, 117, 120, 122 et 123 dont la DP varie
de 3 a 4.

D’aprés ces résultats, nous constatons que les trois variétés de blé dur ont manifesté un
comportement moyennement sensible a sensible a I'égard de la majorité des isolats. Bien
que des différences significatives de densité pycnidienne (DP) ont été notées pour chaque
isolat et sur chaque variété, les isolats qui ont montré une grande agressivité sur les trois
variétés sont :

L’isolat 12 sur les deux variétés Bidi 17 et Waha.
Les isolats 19 et [17 sur les deux variétés Vitron et Waha.
Les isolats 115, 122 et 123 sur les trois variétés Bidi 17, Vitron et Waha.

En revanche, toutes les variétés du blé tendre ont présenté une sensibilité remarquable a
I'égard de tous les isolats (Tabl.24) ; nous supposons que le nombre restreint d’isolats de
blé tendre ne nous permet pas de juger la diversité de leur réponse a I'égard de leur héte.
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Variété | V1 (Anza) V2 (HD 1220) V3 (Mahon Demias)
m
MG.04.02 (124) 5 5 5
MG.04.10 (I25) MS s S
MG.04.11 (I26) L 3 3
MG.04.12 I27) g 5 MS

Tableau 24 : Réponse des variétés étudiées vis-a-vis des isolats de blé tendre.

L'analyse de la variance pour les isolats étudiés a révélée une différence trés hautement
significative pour les isolats de blé dur avec une probabilit¢ de 0,0000 (Tabl. 25) ; le
test deNEWMAN-KEULS a permis de classer les isolats en 16 groupes homogeéne;
contrairement a I'essai sur le blé tendre ou la différence est non significative (Tabl.26).

SCE DDL Ch TestF Proba ET. CW. 885
War. Totale 30607 206 1.49
War. Facteur 1 2.36 ? 1.1% 1.73 01787
War. Facteur 2 13424 22 701 1028  0.0000 T.H.5
War. Inter F1#2 3335 44 1.26 1.84  0.0040
Var. Fezaduelle 1 8415 138 068 083 46.1%
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Tableau 25: Analyse de la variance de la densité pycnidienne (DP) sur le blé dur.
Test de NEWMAN-KEULS - seuil = 5% (BIé dur)
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Tableau 26 : Analyse de la variance pour

de la densité pycnidienne (DP) sur le blé tendre.

s5.CE.

TestF Proba ET. CW. 58S

War. Facteur 1
%War. Facteur 2
%War. Inter F1%2
%War. Fesiduelle 1

Lad

(]

War. Totale 3860
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282 00779
046  0.7143 N.S
040  0.5691

1.07 380%

Tableau 26 : Analyse de la variance pour

de la densité pycnidienne (DP) sur le blé tendre.

3.4.4.2 Discussion

Nos résultats montrent que I'agressivité des isolats est trés différente d’un isolat a un autre.
Cela a été confirmé par Person (1957) in Kema (1996) qui avait expliqué l'interaction entre
le pathogene et la plante héte par la relation géne pour géne. Autrement, il existerait un
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locus dans le génome de la plante héte qui maitrise sa résistance ou bien sa sensibilité
envers les pathogénes. Comme il existe un locus dans le génome du pathogéne qui maitrise
sa virulence et son avirulence. De plus, Perello et a/,(1991) ont rajouté que la réaction
des variétés traduit les différents comportements des souches, et cela a travers les deux
variables, a savoir la surface foliaire nécrosée (SFN) et la densité pycnidienne (DP). En
effet, ces deux variables permettent de séparer les isolats en fonction de leur comportement,

mais avec un net avantage pour la densité pycnidienne (DP).

Durant notre expérimentation, la densité pycnidienne (DP) des isolats nous a permis de
les classer selon leur degré de virulence sur chaque variété. En effet, Van der Plank (1968)
a introduit deux méthodes pour déterminer les différentes interactions isolats x variétés.
La premiére est I'analyse de la variance pour tester la signification de linteraction isolat
x variété ; la deuxiéme consiste a classer les isolats selon leur degré de virulence sur
chaque variété testée. De plus, les différences significatives de l'interaction isolats x variétés
révélent I'existence de spécialisations physiologiques (Narvaez, 1957 in Perello et al, 1991 ;

Scharen et al., 1985).

D’aprés Eyal et al (1973), la variabilité de la virulence chez M. graminicola débute
par une spécialisation physiologique du pathogéne. La spécialisation physiologique de M.
graminicola a été signalé aux USA (Prests et Hendrix, 1977 in Eyal et al., 1987), en Australie
(Ballantyne 1985 in Eyal et al., 1987), Uruguay (Diaz, 1983 in Eyal et al., 1987), en Israél,

au Brésil et au Chili (Halpein et al., 1996) ainsi qu’en Algérie (Touati-Hattab, 2005).

Il'y a eu plusieurs études sur la spécialisation physiologique de M. graminicola sur le
blé (Eyal et al, 1973 ; Diaz, 1993 ; Perello et al, 1987) qui sont généralement réalisées selon
des conditions de travail bien définie tel que : I'Age des plants, la concentration de I'inoculum
ou bien I'évaluation de la résistance variétale. Afin de pouvoir comparer les résultats de ces
études a I'echelle internationale, le besoin de standardiser les conditions de travail s'impose
d’une maniére a obtenir les mémes résultats concernant les interactions M. graminicola et

Triticum sp.

3.5 Obtention et description du téléomorphe
Mycosphaerella graminicola

Les inoculations des fragments de chaumes de blé par les différentes combinaisons d’isolats
réalisées deux a deux en conditions controlées, a permis I'obtention de pseudothéces
représentant la forme parfaite de M. graminicola, pour seulement deux couples d’isolats

compatibles sur les 79 de réalisés.

En effet, a partir de la 5éme

semaine d’incubation, le début de formation des petits

stromas noirs enfoncés dans les tissus végétaux sont visibles. Ces organes prélevés puis
observés au microscope, montrent la présence d’asques immatures. Ce n’est qu’aprés
une période d’incubation d’environ huit semaines, que des pseudothéces murs avec des
ascospores bicellulaires bien formées caractéristiques de M. graminicola sont observés

(Fig.28-a).

Les deux couples hétérothalliques compatibles sont représentés : MG.BT.04.02 x

MG.BT.04.11 et MG.BT.04.02 x MG.BT.04.10.

72



3 .RESULTATS ET DISCUSSIONS

Par conséquent nous supposons que les mating types MAT 1-1 et MAT 1-2 sont
représentés d’une part par I'isolat MG.04.02 et d’autre part les deux isolats MG.BT.04.10
et MG.BT.04.11.

Nous constatons que les isolats qui ont permis la formation de pseudothéces sont
tous issus du blé tendre obtenus de la variété HD 1220 et provenant de deux régions
géographiques

—_ i,

(d) (c)
Figure 28 : Formation des pseudotheces
de M. graminicola, et libération des ascospores.

(a) Formation d’un Pseudothéce, Iégerement enfoncé dans les tissus de blé (chaume)
(G : 1x10x0.8).

(b) Eclatement d’un pseudothéce et libération des asques (G : 100x3.2)

(c ) Libération des ascospores (G : 100x3.2)

(d) Aspect des asques et ascospores bicellulaires de M. graminicola (G : 100x3.2)
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différentes. Il s’agit de l'isolat MG.BT.04.02 provenant de la région de Constantine(Beni
Mestina) ; et des isolats MG.BT.04.10 et MG.BT 04.11 de la région de Tizi Ouzou
respectivement de Fréha et de Mekla

3.5.1 Description des pseudothéces, asques et ascospores de M.
graminicola

Les observations au stéréomicroscope montrent la formation de pseudothéces légérement
enfoncés dans les tissus végétaux par rapport aux pycnides. lls sont d’'une couleur maron
foncé a noir et de forme généralement sphérique (Fig.28-b).

Le nombre des pseudothéces formés est trés réduit et mesurant 98,4 a 107,7 um de
diamétre. Des pseudothéces prélevés a I'aide d’une aiguille stérile, sont écrasés entre lames
et lamelles dans une goutte d’eau stérile puis observés sous microscope binoculaire pour
une description de leur contenu.

Ainsi, les asques produits dans ces pseudothéces sont bituniqués, obpiriformes,
contenant 08 ascospores hyalines, bicellulaires et irrégulierement arrangées (Fig.28-d). lls
mesurent de 45,4 2 59,7 umde long et 7,7 a 10,7 um de diamétre ; les ascospores mesurent
de 11,4 a 15,1 ym de long et 2,2 a 4,1 um de diamétre.

3.5.2 Obtention de la forme asexuée Septoria tritici a partir des
ascospores

La forme asexuée Septoria tritici est obtenue a partir d'un pseudothéce écrasé. Apres
incubation a la température ambiante du laboratoire (22°C), le repiquage des ascospores
germées en boite de Pétri, a permis d’obtenir une culture stromatique typique de Septoria
tritici et cela aprés une période d’incubation de 9 a 11 jours (Fig. 29).

Les observations microscopiques montrent que les nouvelles cultures présentent
les mémes conidies que celles issues des cultures de S.tritici (Fig. 30). Ces derniéres
confirmentl'identité de la forme parfaite M. graminicola otenue. Autrement les pseudothéces
obtenus correspondent parfaitement a la forme M. graminicola décrite par Sanderson (1972)
in Hoorne et al (2002). En effet, ce dernier auteur a signalé que la mise en culture des
ascospores de M. graminicola sur un milieu synthétique adéquat, produit des conidies
typiques a celles de S.tritici.

Nos résultats, nous montrent que seules les confrontations des isolats issus de blé
tendre ont permis I'obtention de la forme parfaite M. graminicola. En effet, Shaw et Royle
(1989) ont
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Figure 29: Aspect des stromas a partir d’une culture
d’ascospores de M. graminicola sur le milieu PDA.

Figure 30 : Conidies issues a partir des stromas
de cultures de M. graminicola(G : 4x10x0.8).

rapporté que la reproduction sexuée est initiée par une plasmogamie entre deux
gamétanges suivies par la fusion de deux noyaux (caryogamies) qui soient génétiquement
compatibles. D’aprés ces auteurs le systéme d’incompatibilité homogénique empéche le
croisement entre deux souches portant les mémes génes dits « de type conjugant » ou «
Mating type ». Ainsi, les champignons qui possédent un systéme d’incompatibilité sont dits
hétérothalliques ou auto-stériles.

Dans notre cas, la détermination des types hétérothalliques (Mating type) des 27 isolats
obtenus de M. graminicola par la technique « de croisements des isolats deux a deux » a
révélé I'existence des deux types MAT1-1 et MAT1-2 sur le blé tendre. Ce résultat indique
que la forme sexuée M. graminicola pourrait exister en conditions naturelles en Algérie
et constituer une source d’inoculum primaire dans le developpement de I'épidemie de la
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séptoriose du blé. Cette forme pourrait engendrer une recombinaison génétique importante
et met la résistance variétale en péril par son contourement (AG, 2008).

3.5.3 Discussion

[l faut noter que le stade parfait M. graminicola joue un rble considérable dans
I'épidémiologie de la tache foliaire septorienne du blé, car les ascospores sont capables
d’initier l'infection a de grandes distances du lieu de leur production (Sanderson (1978) in
Halama (1996).

Nos résultats confirment les observations de Kema et al (1996b) rapportant que les
ascospores ne se formet pas exclusivement sur des débris de cultures, mais aussi peuvent
étre obtenues par des techniques in vivo. Par ailleurs, les observations de Scott et al.(1988)
indiquent que la formation du téléomorphe M. graminicola peut avoir lieu dans la nature a
partir des pycnides formées aussi bien sur les feuilles que sur les débris de cultures.

Hunter et al.,(1999) rapportent que la phase sexuée du champignon joue un réle
considérable dans le développement de la maladie. Cependant, il est probable que le
développement des pseudothéces durant la saison de croissance de la culture du blé
contribue a la variation génétique des populations de M. graminicola durant I'année, et par
la dans la diversité génétique des populations (Feau et al., 2004 ; Zhan et Mc Donald,
2004). Cette recombinaison sexuelle joue également un réle majeur dans la résistance aux
fongicides (Shaw et Royle, 1989 ; Goodwin et Kema, 1995 ; Siah et al., 2010).
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Nos travaaux confirment que le blé reste une culture fortement menacée par la septoriose
en Algérie dont I'agent causal M. graminicolaun pathogéne trés répandu la ou le bléest
cultivé constituant un facteur limitant de la production. Au cours de notre étude, nous avons
constitué une collection de 27 isolats, provenant de différentes régions d’Algérie, notamment
de Annaba, Constantine, Tizi Ouzou et Alger.

La caractérisation des isolats étudiés par différents critéres, nous montre une diversité
inter et intra régionale de I'agent pathogene M. graminicola. Cette étude constitue une
premiére approche en Algérie a I'étude de la variabilité pathologique et génétique de ce
pathogéne.

L’étude culturale des isolats de M. graminicola montre une variabilité importante de cet
agent pathogéne. Cette variabilité culturale rapportée fréquemmentdans d’autres pays du
monde, est confirmée en Algérie par nos résultats. Ainsi nos isolats sont classés en trois
groupes bien distincts : le groupe stromatique, le groupe mycélien et le groupe lévuroide.

En particulier, 'étude morphologique des isolats par la mensuration des deux types
de pycnidiopores montre également une variabilité de la taille des macro-pycnidiopores et
des micro-pycnidiospores. L'analyse de la mensuration des pycnidiospores, habituellement
utilisée pour identifier I'espéce M. graminicola, montre une taille trés variable des
pycnidiospores. Dans notre cas, le classement des isolats selon leur taille, se fait
indépendamment de leur origine géographique et de la plante hote (blé dur, blé tendre).

Quant a I'étude du pouvoir pathogéne, nous notons une variabilité de la pathogénécité
des isolats de M. graminicola dont la majorité des isolats prélevés sur blé dur et blé tendre
ne sont agressifs que sur leur héte respectif blé dur et blé tendre. Ces résultats confirment
la spécialisation physiologique et parasitaire de ce pathogéne ; les isolats montrent des
différences dans leur degré d’agressivité sur le blé dur et tendre ; les analyses statistiques
confirment cette variabilité pathologique des isolats étudiés.

Cette premiére partie d’étude phénologique de I'agent pathogéne ayant porté sur
la caractérisation culturale, morphologique et pathologique est trés utile, mais elle reste
insuffisante pour différencier clairement les souches de M. graminicola.

D’autres méthodes de caractérisation moléculaires sont & mettre en ceuvre afin
d’approfondir nos connaissances sur les populations de M. graminicola, et ainsi permettre
une meilleure connaissance de leur diversité génétique.

La deuxiéme partie d’étude met en evidence I'existence en Algérie des deux groupes
mating type compatibles pour la formation du téléomorphe M. graminicola. Ce résultat
répond davantage a I'’hypothése d’une probable diversité génétique de M. graminicola,
sachant que la reproduction sexuée en général, joue un réle trés important dans la structure
génétique des champignons phytopathogénes.

Ainsi le téléomorphe M. graminicola signalé dans plusieurs pays dans le monde, est
aujourd’hui obtenu en Algérie et la probabilité de sa formation en condition de culture n‘est
pas a exclure. Il reste que pour le moment, les deux mating types qui ont donné naissance a
des pseudothéces, ne sont originaires que de deux seules régions tres différentes a savoir :
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Constantine et Tizi Ouzou. Nous confirmons égalemet que les pseudothéces ne sont pas
produits exclusivement sur les débris de cultures, mais peuvent étre obtenus également in
vitro en conditions controlées par des techniques d’inoculation artificielles des fragments

de blé.

Notre étude, nous indique églement que I'hypothése de la formation du téléomorphe
dans la nature est fort probable et peut avoir lieu sur les débris de blé en Algérie. Les
ascospores produites principalement durant la saison de culture de blé, constituent alors

'inoculum primaire lors de la premiére phase de I'épidémie.

Nos présents travaux apportent donc des données nouvelles sur la connaissance de
M. graminicola en Algérie. Elles ouvrent des perspectives intéressantes pour des études
eépidémiologiques et de diversité génétique des populations de ce pathogéne. Des études
ultérieures sur un plus grand nombre d’isolats et une gamme d’héte différentielle bien définie
au préalable permettront de préciser le type de relation héte-pathogéne (relation géne pour
gene) et de déterminer les différents pathotypes ou races physiologiques existant en Algérie.

Les outils moléculaires seront d’un apport précieux dans les programmes de sélection
pour la résistance, ainsi que pour la mise en place de méthodes de lutte efficaces aussi
bien pour assurer une excellente qualité sanitaire en culture, que pour la conservation des

semences saines.

Enfin nous pouvons conclure que, I'existence en Algérie du téléomorphe M. graminicola
ouvre des perspectives de recherche nouvelles treés intéressantes, comme I'étude génétique
du champignon et la relation héte-pathogéne. Nous suggérons, également une étude plus
approffondie du pathogéne par une approche moléculaire afin de mieux le caractériser, et
répondre d’une maniére plus précise a la connaissance de la diversité génétique de ce

pathogéne en Algérie.
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Tableau 1 : Périodes d’incubation obtenues sur blé dur.

ﬂ V1 (Anza) V2 {HD 1220) V3 (Mahon Demias)
Isolats

MG.04.02 (I24) g ] 3

MG.04.10 (125 g 7 3

MG.04.11 (126) 10 3 3

MG.04.12 (127) g 3 i

Tableau 2 : Périodes d’incubation obtenues sur blé tendre.
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V1 (BidilT)

V2 (Vitron)

VI (Waha)

MG.03.01A (I1)
MG.03.02B (12)
MG.03.03C (13)
MG.03.04D (14)
MG.03.05E (I5)
MG.03.06F (16)
MG.03.07G(IT)
MG.03.08H (183)
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MG.04.04 (T10)
MG.04.05 (111)
MG.04.06 (112)
MG.04.07 (113)
MG.04.08 (114)
MG.04.09 (115)

MG.04.13A (116)
MG.04.13B (I17)
MG.04.13C (113)
MG.04.13D (119)
MG.04.13E (120)
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Tableau 3 : Périodes de latence obtenues avec les isolats de blé dur.

Varietes | V1 (Anza) YVI{HD 1220) V3 (AMahon Demias)
Isolats
MG.04.02 (I24) 13 13 17
MG.04.10 {125) 13 14 17
MG.04.11 ({I26) 17 20 17
MG.04.12{I2T) 16 17 17

Tableau 4 : Périodes de latence obtenues avec les isolats de blé tendre.
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