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ABSTRACT

EFFECTS OF MINERAL ELEMENTS ON THE DEVELOPMENT AND ENZIMATIC
ACTIVITY OF Verticillium dahliae

The objective of this study is to examine in vitro the effect of nitrogen, potassium
and magnesium at different concentrations on mycelial weight growth and cellulose
activity of verticillium dahliae. The different sources of mineral elements are
separately incorporated at increasing concentration on Czapek-dox liquid culture
medium for 2 weeks of incubation at 25°C and in the dark. Ammonium chloride
(NH4CI) significantly reduces weight gain after 2 weeks of incubation of the fungus
but acts differently on its enzymatic activity. In the control, we observe that the weight
of the fungus is 125.9 mg DMand it reaches the lowest value at 1 g/L of NH4CI,
against the endo-B-1,4-glucanase activity passes 0.112 uM glucose / min / gMS at
1.287 UM glucose / min / gMS. The increase in magnesium chloride concentrations
decreases the weight growth of verticillium dahliae but also its enzymatic activity, the
increase in potassium concentrations decreases the weight but not the enzymatic
activity. Ammonium nitrate stimulates weight development but doesn’t have a great
effect on the enzymatic activity of the verticillium dahliae. The protein content is
effected by the variation of the medium in mineral elements. This work could find
applications the development of repressive substrates unfavorable to the

development of this disease.

Key words: verticillium dahlae kleb, growth, mineral elements, glucanase,

glucosidase



RESUME

EFFETS DES ELEMENTS MINERAUX SUR LE DEVELOPPEMENT ET

L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE Verticillium dahliae

L’objectif de cette étude est d'examiner in vitro I'effet d'azote, du potassium et du
magnésium a différentes concentrations sur la croissance mycélienne pondérale et
activité cellulase du Verticillium dahliae. Les différentes sources d’éléments
minéraux sont incorporées séparément a des concentrations croissantes sur un
milieu de culture liquide Czapek-dox pendant 2 semaines d’'incubation a 25°C et a
'obscurité. Le chlorure d’ammonium (NH4CL) diminue de fagon significative la
croissance pondérale apres 2 semaines d’incubation du champignon mais agit
difféeremment sur son activité enzymatique. Chez le témoin, nous observons que le
poids du champignon est de 125,9 mg MS et il atteint la plus faible valeur a 1 g/L de
NH4CIl, par contre [lactivité endo-B-1,4-glucanase passe de 0,112 puM
glucose/min/gMS a 1,287 uM glucose/min/gMS. L’augmentation des concentrations
en chlorure de magnésium diminue la croissance pondérale du Verticillium dahliae
mais aussi son activité enzymatique, laugmentation des concentrations de
potassium diminue le poids mais pas l'activité enzymatique. Le nitrate d’ammonium
stimule le développement pondéral mais n'‘a pas un grand effet sur l'activité
enzymatique du Verticillium dahliae. La teneur en protéine est affectée par la
variation du milieu en éléments minéraux. Ces travaux pourraient trouver des
applications dans la mise au point de substrats répressifs défavorables au

développement de cette maladie.

Mots clés : Verticillium dahliae Kleb, croissance, éléments minéraux, glucanase,

glucosidase.
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INTRODUCTION

Verticillium dahliae, champignon trés polyphage, a été signalé sur tomate dans de
nombreux pays producteurs des zones tempérées et subtropicales. |l affecte
plusieurs centaines de plantes hdtes herbacées et ligneuses, et notamment plusieurs
autres solanacées : le tabac, la pomme de terre, le poivron et surtout I'aubergine, qui

est particulierement sensible. Sur tomate, son incidence a pu étre importante.

Pourtant de nos jours la tomate est parmi les cultures maraichéres les plus
utilisées dans le monde. A cela s’ajoute l'olivier qui est aussi atteint par ce
champignon. Il est noté que limpact de cette maladie est sévére sur I'oliveraie au
cours de la premiére année de son installation, (Bellahcene, 2004).1l en résulte une
baisse de production proportionnelle a lintensité d’attaque. En Algérie, la verticilliose
est considérée comme un sérieux probleme pour les cultures maraichéres et surtout
pour la tomate et 'olivier car les dégéats occasionnés sont énormes (Belhassen2000,
2004,2014)

Actuellement, il n'existe aucune méthode permettant de lutter efficacement contre
cette maladie en Algérie. Elle est toujours au stade prospection notamment sur

olivier (Anonyme 2009).

Une étude menée par (Martinez et al.,, 2002 ) sur les sols suppressifs envers la
gale argentée de la pomme de terre causée par Helminthosporium solani. Cet effet

suppressif pourrait selon cette étude étre attribuable aux propriétés chimiques du sol.

A cet effet, plusieurs études ont montré que la sévérité de certaines maladies des
plantes cultivées peut étre affectée par certains éléments minéraux essentiels a la
croissance de la plante (Ruber et Watson, 1974:Huber, 1978;,1980) et que ces
derniers peuvent étre exploités pour limiter le développement d'une grande variété
de maladies (Engel hard, 1989).

Des exemples remarquables sont des flétrissements  fusariens causés par
Fusarium oxysporum avec des travaux qui datent des années (1920) et qui décrivent

l'effet bénéfique de I'utilisation des amendements en chaux (Jones et al, 1989).Le



développement d'un grand nombre de maladies des cultures maraichéres comme la
gale commune (Streptomyces scabies), le Rhizoctone brun (Rhizoctonia solani), la
gale poudreuse (Spongospora subterranea), la Verticilliose (Verticillium dahliae et
V.albo-atrum), lalternariose (Alternaria solani et A.alternata), br0Olure tardive
(Phytophthora infestans) est affecté par les éléments minéraux présents dans le sol
(Lambert et al. , 2005).

L'effet de ces éléments sur le développement des maladies peut engendrer des
changements structuraux ou physiologiques au niveau de la Plante, d'une
augmentation de l'activité des antagonistes microbiens ou d'une toxicité directe
envers l'agent pathogéne par une inhibition de la croissance mycélienne et ces
activités biologiques (Lambert et al., 2005). Ainsi, la manipulation ou la modification
des propriétés chimiques du sol apparait comme une pratique culturale intéressante
pour le contréle des maladies des plantes notamment la verticiliose (Huber,
1989).Davis et al, (1986) constatent également que la sévérité et l'incidence de la
maladie de la verticilliose sur pomme de terre est en corrélation négative avec
certains facteurs agronomiques comme la fertilisation azotée sous forme de chlorure

d’ammonium.

D’autres auteurs ont montré que I'association de ces éléments minéraux comme
le chlorure de calcium aux fongicides systémiques permet de renforcer leur efficacité
contre les agents de pourritures des fruits comme Alternaria alternata et Penicillium

expansum (Biggs et al., 1994 ; Attrassi et al., 2007).

Verticillium est un champignon tellurique qui se conserve dans le sol sous forme
de microsclérotes, ces formes de résistance peuvent rester a I'état dormant pendant
plusieurs années en l'absence de toute culture sensible. En présence de la plante

hote les microsclérotes peuvent germer et attaquer les plantes par les racines.

La colonisation des tissus par le parasite est rendue aisée par la production
d’enzymes de dégradation des parois cellulaires de I'note (Cooper et al., 1978 ;
Durand & Cooper, 1988). Une corrélation positive existe entre I'activité des cellulases
et des pectinases produites par des isolats de Verticillium et leur agressivité vis-a-vis
de leurs plantes hotes (Gupta & Heale, 1971, Durand & Cooper, 1988, Regragui,
2012). En outre, ce champignon est apte a produire des métabolites toxiques a

intérieur des tissus infectés et qui seraient impliqués dans l'expression des
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symptomes de la maladie (Nachmias et al, 1982 ; 1984 Meyer et al., 1994 , Regragui,
2012).

La variabilité des caractéres morphologiques et physiologiques des pathogénes
telluriques ainsi que la croissance mycélienne et les activités biologiques peuvent
changer en fonction de la nature du milieu, la concentration en éléments nutritifs du
sol, de son Ph, de l'aération, la salinité du sol, la température et de la lumiére
(Regragui ,2012).

Pour cela il nous a paru intéressant d’étudier les effets de quelques éléments
minéraux a savoir l'azote, le potassium, et le magnésium sur la croissance pondérale

myceélienne (poids) et les activités enzymatiques in vitro d’un isolat de Verticillium sp.

Les résultats préliminaires obtenus pourront servir aux travaux futurs destinés a
élaborer des plans spécifiques de gestion des propriétés du sol dans la culture de la
pomme de terre ou tomate (cultures les plus importantes en Algérie) pour mieux

lutter contre le développement de la verticilliose



CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

| .1- GENERALITES SUR LES CULTURES MARAICHERES :

Le maraichage (ou maraichage en orthographe rectifiee), ou horticulture
maraichere ou agriculture maraichére est la culture de végétaux a usage alimentaire,
de maniére professionnelle, c'est-a-dire dans le but d'en faire un profit ou simplement

d'en vivre, ce qui le distingue du jardinage.

Le maraichage s'est d'abord développé dans la proche périphérie des villes pour
approvisionner les marchés en légumes frais, souvent dans des zones
marécageuses (zone humide), comme les hortillonnages d'Amiens ou le plus
souvent dans les plaines alluviales des fleuves comme les jardins maraichers de la
Baratte au bord de la Loire a Nevers. Ce type de maraichage se caractérise par la
petite surface des exploitations de type familial, par sa production diversifiée et
souvent par la vente directe traditionnelle, les maraichers tenant eux-mémes un étal

dans les marchés locaux. (J. Dumonthay 1973)

Alors que la culture de plantes alimentaires en potager concerne plutét
l'autoconsommation, le maraichage concerne les cultures pour la vente a la
consommation. Les producteurs maraichers vendent leurs récoltes soit en "circuit
long" a des chaines de supermarchés, a des centrales d'achat (grossistes en
alimentation) ou a l'industrie agroalimentaire, soit en "circuit court”, directement de

I'agriculteur aux consommateurs. (Anonyme 2019)

| .2- CULTURES MARAICHERES DES PLEINS CHAMPS :

Elles se distinguent des cultures légumiéres par leur intensification ; en effet elles

se caractérisent par :

o Des exploitations spécialisées dans la production des cultures maraicheres.
e Les investissements élevés.
e Des terres de bonnes qualités.

e Situation dans un climat favorable.



e Large emploi des fumures, produits phytosanitaires et technicité. (Anonyme
2011)

- Les cultures maraichéres abritées : ce sont des cultures qui se font a des
époques anormales en utilisant des matériaux destinés a transformer le micro climat
local en un climat plus proche des exigences de la plante .Ces matériaux peuvent
étre des serres, des tunnels ou des chéassis. On distingue deux grands groupes de

cultures sous abiris :

- Les cultures hatées : ce sont des cultures abritées qui n'utilisent pas de

sources de chaleur artificielles (presque 100%des cultures abritées)

- Les cultures forcées : ce sont des cultures abritées qui utilisent des sources de

chaleur artificielle (Anonyme 2011)

Il- IMPORTANCE DES CULTURES MARAICHERES EN ALGERIE

Les cultures maraichéres sont cultivées dans toutes les régions d’Algérie, on les
trouve aux alentours des centres urbains et l1a ou il y a possibilité d’irrigation

(barrages, oueds, sources ou moyens de pompage).
Le maraichage a une grande importance dans 'économie nationale car il permet :

e La création d'un grand nombre d’emploi chaque année.

e La satisfaction des besoins en légumes des populations du pays.

e L’entrée de devises par le biais des exportations.

e L’approvisionnement de l'industrie agroalimentaire et la transformation en

matiere premiére (Anonyme 2011).

Elles ont connu un développement important au cours des dernieres années. La
production totale est passée de 6 millions de tonnes en 2007/2008 a 9,5 millions en
2010/2012, soit une augmentation de 58 %. La pomme de terre, produit de grande
consommation, est 'espece la plus représentée avec une production de 3,8 millions

de tonnes.



lI- PRINCIPALES MALADIES DES CULTURES MARAICHERES

Les cultures maraichéres sont affectées par de nombreuses maladies fongiques,
bactériennes et virales qui affectent la plante en totalité ou en parties (racines, tiges,
feuilles et tubercules) pendant la phase de culture au champ et/ou pendant la phase
de conservation des tubercules (Gaucher,1998). Les principales maladies fongiques
sont la bralure tardive.(Phytophtora infestans), le rhizoctone brun (Rhizoctonia
solani), la gale argentée (Helminthosporium solani), pouriture séche (Fusarium
sambucinum), l'altemariose (A.solani,A.alternata),la pourriture a sclérotes {Sclerotinia
sclerotium), la verticilliose {Verticilliumspp.), la pourriture aqueuse (Pythium ultimum),
la pourriturerose (Pythium erythroseptica). Les principales maladies bactériennes
sont la jambe noire ( Erwinia carotovora ) , la gale commune (Streptomyces scabies)
et la pourriture brune (Ralstonia solanacearum). Les principales maladies virales

sont les mosaiques bénignes (Gaucher,1998).

IV — GENERALITES SUR LA VERTICILLIOSE

La verticilliose, causée par Verticillium dahliae Kleb est I'une des maladies
vasculaires les plus importantes rapportée sur des plantes appartenant a 45 familles
botaniques (Harrington et Dobinson 2000).Cette espece est d’'une importance
économique majeure (Mc Cain et al, 1981) et est distribuée dans le monde entier
(Pegg, 1984). La verticilliose ou flétrissement verticilien est une maladie
cryptogamique vivant majoritairement dans le sol et se propage par les racines lors

de la montée de séve.

Longtemps considérée comme une maladie dimportance secondaire la
verticilliose est devenue une maladie économiquement importante suite au

développement du Verticillium (Pegg et Brady2002).

Le champignon de V.dhaliae est un parasite facultatif, saprophyte du sol et
biotope des plantes (Hiemstra et Harris1998).Son développement in vivo nécessite
un sol humide. Son développement in vitro a un taux de croissance relativement lent.
Il se développe différemment sur les milieux communs aussi bien organiques
(Richards,Czapek) que synthétiques (PDA,MEA) (Malick2008).Sa croissance in vitro
est optimale aux températures de lordre 21 a 27°C (Bejarano-Alcazar et

al.,1996) ;Avec un pH compris entre 6 et 9(Pegg et Brady2002).La croissance est
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inhibée par des températures extrémes telles que 5 ou 35 °C (Malick2008) et des pH

en dessous de 5 (Pegg et Brady2002).

IV .1- TAXONOMIE

L’agent infectieux Verticillium dahliae a été décrit pour la premiére fois comme une
espece distincte par Klebhan(1913).C’'est un champignon imparfait, haploide et
dimorphe,(Pegg et Brady,2002, Klosterman et al.,2009).

La classification de ce champignon est établie par Agrios 1988 ; puis Botton 1990

est la suivante :

Division : Amastigomycota
Group : Deutéromycetes
Classe : Hyphomyceétes

Ordre : Hyphales ou Moniliales
Famille : Moniliaceae

Genre : Verticilium

Espéce : dahliae (Kleb)

Du point de vue morphologique, le champignon porte des conidiophores disposés
en verticilles autour de l'axe principal de I'hyphe. Une phialide se trouve a I'extrémité
de chacune de ces branches et les conidies sont formées une par une a l'extrémité
de la phialide. Les conidies peuvent s'agglomérer a l'extrémité des phialides. Par

ailleurs,

V. dahliae produit sous certaines conditions des microsclérotes. Cette particularité
permet de le distinguer de Verticillium alboaltrum, un autre pathogéne causant des

symptomes similaires sur les plantes (Pegg et Brady, 2002).

Les microsclérotes sont des structures de survie formées par l'agglomération
d'hyphes contigus dont les parois sont épaissies et mélanisées. Les agglomérats
formés ont l'aspect de petites boules noires (entre 20 et 200 picométre de diamétre)
pouvant étre séparées des hyphes. Leur germination peut étre induite artificiellement
sur certains milieux sélectifs. Leur persistance dans le sol varie de 4 a 15 ans
(Hawke et Lazarovits, 1994; Pegg et Brady, 2002).















IV .4- BIOLOGIE DU Verticillium dahliae Kleb

IV .4.1- CYCLE BIOLOGIQUE DU Verticilium dahliae Kleb

Le cycle biologique du V.dahliae se déroule en deux phases (Hiemstra et
Harris,1998),une phase saprophytique comprenant une période d’activité ,et une

phase parasitaire qui se déroule dans la plante héte.

Pendant la phase saprophytique, le champignon pérennise sous sa forme de
micro sclérote plus de 14ans dans le sol aux dépens des débris végétaux et
matériaux organiques (Wilhelm,1955,Triki et al.,2006).C’est ainsi qu’il se dissémine
par le mouvement des sols infectés, des débris végétaux infectés ,de l'eau
d’irrigation, I'équipement agricole, le vent, les insectes telluriques ,prédateurs,
pollinisateurs (Klosterman et al.,2009 ;Chawla et al.,2012).1l résiste bien au froid qu’
a la chaleur et supporte des écarts thermiques allant de 30°C a 55°C (Schnathorst et
Mathre,1966).Le saprophyte s’active et redevient agressif au rétablissement de
bonnes conditions de température et d’humidité du sol. La phase parasitaire du
champignon se débute par la germination de microsclérotes en réponse aux
exsudats racinaires de la plante héte. Il en résulte une émission des hyphes qui
colonisent le cortex des racines s’y introduit par I'extrémité ou par les cellules
épidermiques (Garber,1966) et puis gagne via la seve les vaisseaux du
xyleme ;infection primaire (Fradin et Thomma,2006 ; Vallad et Subbarao, 2008)
(figure 4). Le parasite se reproduit asexuellement dans les vaisseaux a l'intérieur
desquels il progresse ,grace au transport de conidies par le flux de la séve
ascendante aux pieces aériennes de la plante (Vallad et Subbarao,2008) ou elles
constituent des foyers secondaires d’infection (figure 4). La poursuite ainsi de
Iinfection du systémes vasculaire et les toxines émises par le parasite font que la
plante produise des dépbts gommeuses qui obstruent les vaisseaux conducteurs y
entravant ainsi le transport d'eau (Klosterman et a/.,2009) et donc des symptdmes de
fletrissement se déclenchent sur les parties aériennes atteintes (Tombesi et
al.,2007 ;Laoune et al.,2011) (Figure 1.5)
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en résistant beaucoup mieux a la verticilliose. Les plants greffés se trouvent de plus

en plus fréquemment sur les marchés, y compris en bio (Galinet 1987).

«La variété de tomate Roma vf est résistante aux maladies comme le mildiou, mais
aussi au Verticilium et au Fusarium, d'ou l'abréviation « vf ». Sa croissance est
déterminée, ce qui signifie que la plante peut se cultiver sans taille et sans tuteurage.
Dans ce cas, elle se développe au ras du sol et stoppe spontanément sa croissance
des qu'elle atteint une longueur de 1 m a 1,50 m (5 a 6 grappes florales). Dotées de
cing pétales, les fleurs sont jaunes ; les feuilles sont découpées et poilues.
(Anonyme 2007).

V.4- IMPORTANCE ECONOMIQUE DE LA VERTICILLIOSE DANS LE MONDE ET
EN ALGERIE

De toutes les espéces du genre Verticillium, V. dahliae est la plus néfaste a cause
de son large spectre d'hotes et de la persistance de ces microsclerotia. Dans le
monde, /a verticilliose est la maladie la plus destructrice en ce qui concerne les
cultures de tomate et la deuxieme en ce qui concerne la pomme de terre. Les
cultures les plus touchées en termes de pertes annuelles sont de loin la tomate et la
pomme de terre avec une perte annuelle mondiale estimée a plus de 700 millions

d'euros (Tableau 1.1).
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En Algérie, la verticilliose est considérée comme un sérieux probleme pour les
cultures maraicheres et surtout pour la tomate, pomme de terre car les dégats

occasionnés sont énormes (Belhassen2000, 2004, 2005).

VI. EFFETS DE L'AZOTE, DU POTASSIUM, ET DU MAGNESIUM SUR LE

DEVELOPPEMENT DE DIFFERENTES MALADIES DES CULTURES

VI .1- Azote

L'azote a été intensivement étudié dans la relation "nutrition de I'héte-sévérité de
la maladie" depuis plusieurs années (Huber et Watson, 1974). L'azote présente

différents effets selon la culture et I'agent pathogene étudié (Tableau 1. 2).

Tableau 1. 2 : Effet de I'azote sur différentes maladies des cultures (Huber et
Watson, 1974).

Maladie Forme d’azote
Héte Pathogeéne Nitrate ammonium
Maladles des Betterave Rhizoctonia o
semis et fonte de - . Diminue Augmente
. a sucre solani
semis
Petit pois Aphanqmyces Diminue Augmente
Euteiches
Soya
L Pythium
Pel\t/'lt boIS ultimum Augmente Diminue
ais .
A.euteiches
Pomme .
Diminue Augmente
de terrre
Pourritures mais
racinaires
Citronnier Pythium spp. Augmente Diminue
Citronnier
Haricot Phytophtora Diminue Augmente
. citrophtora
Haricot
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Fusarium spp. ND Augmente
R.solani Diminue Augmente
Fusarium solani Diminue Augmente
f.sp phasoli
Fusarium spp. .
Mais Diminue Augmente
Diplodia Zeae Augmente
Mais 9 Diminue
Poria weirii Diminue
Pin Augmente
Pourriture de la Armillaria .
. . Diminue
tige Pin mellea Augmente
Blé Fusarium spp. Diminue Augmente
Blé Helminthospori D!m!nue Augmente
Diminue
um ND
sativum
Pistin-verse Bl& Cercqspo_re//a Diminue Augmente
herpotrichoides
Tabac Th/e/_awopSIs Diminue Augmente
L basicola
, cultivé
Pourriture S
. (Nicotiana
racinaire tabacum)
Phymatotrichu Diminue
Coton ; Augmente
m omnivorum
Pourriture de la R.solani
. . Pomme e
tige et de la racine Diminue Augmente
de terre
Gaeumannomy
Pietin- . ces Augmente Diminue
Blé -
echaudage graminis
Rhyzoctone BI& Rh/zoct_on/a Diminue Augmente
ocelle cereadis
Racine noir Betterave Aphanqmyces Diminue Augmente
a sucre Cochlioides
Taches Gazon G.graminis ND Diminue
Rouille Sclerotium e
- Tomate " Diminue Augmente
meridionale rolfsii
Pomme Streptomyces Augmente Diminue
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Gale commune de terre scabies
CEillet Phialophora
Cinerescens Augmente Diminue
Coton F.oxysporum
f.sp. Diminue Augmente
Flétrissement Tomate Vasinfectum
F.oxysporum Diminue Augmente
Pomme f.sp.
de terre Lycopersici Augmente Diminue
Tomate Verticillium spp.

En outre, d'autres études effectuées sur l'azote ont montré qu'une concentration
élevée d'azote (450 ppm) n'a pas significativement augmenté la maladie de chancre
(Clavibacter mishiganense) chez la tomate comparativement a une concentration de
240 ppm d'azote (Berry et al, 1988). Duffy et Défago (1999) ont montré que la
maladie du pourridié fusarien (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici) chez la
tomate Augmente suite a 'augmentation de la concentration d'ammonium [NH4CI ;
(NH4) 6Mo7024 ; (NH4)2S04]. Elle a par ailleurs été réduite par une application du
nitrate de calcium et de petites concentrations de nitrate d'ammonium (39 a 79 mg
d'azote/1). Cependant, des concentrations supérieures a 100 mg d'azote/1 ont
augmenté la sévérité de cette maladie. Hoffland et al. (1999) ont montré que
l'laugmentation de la concentration d'azote appliqué diminue la sévérité de la
moisissure grise causée par Boftrytis cinerea chez la tomate. Par contre, l'azote n'a
pas eu d'effet sur le flétrissement fusarien causé par Fusarium oxysporum f sp.
lycopersici chez la tomate alors que l'augmentation de la concentration d'azote a
favorisé 'augmentation de la moucheture (Pseudomonas syringae pv. tomato) et du
blanc (Oidium lycopersicum) chez la tomate (Hoffland et al., 2000). Nam et al. (2006)
ont montré que des concentrations élevées d'azote dans la solution nutritive ont
augmenté la sévérité de l'anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides) chez une

culture de fraisier en systeme hydroponique fermé.

VI .2- Potassium

Sanogo et Yang (2001) ont montré que la nutrition potassique a un effet sur le
syndrome de la mort subite du soya [ F. solani f. sp. glycines Fsgy.] L'application du
chlorure de potassium a favorisé une réduction moyenne de 36 % de la sévérité de

la maladie comparativement au traitement témoin. Par contre, la sévérité de la
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maladie a connu une augmentation moyenne de 32 % avec l'application du
phosphate de potassium, de 43 % avec le sulfate de potassium et de 45 % avec le
nitrate de potassium. La germination in vitro des conidies du Fsg n'a pas été affectée
de facon significative par les éléments nutritifs potassiques; par contre la croissance
mycélienne a été favorisée sur milieu de culture amendé de nitrate de potassium
(Sanogo et Yang, 2001).

VI1.3- Magnésium

Selon Wisniewski et al. (1995), le chlorure de magnésium (25-175 mM) n'a pas eu
d'effet sur la germination et la croissance du tube germinatif in vitro de B. cinerea et
de P. expansum. La fertilisation avec du chlorure de magnésium a augmenté le
flétrissement fusarien causé par F. oxysporum f. sp. lycopersici chez la tomate
(Jones et al., 1989) et par F. oxysporum f. sp. apii chez le céleri (Schneider, 1985).
Selon Duffy et Défago (1999), le sulfate de magnésium n'a pas eu d'effet sur le
pourridié fusarien {F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici) chez la tomate. Taylor
(1954) a montré que la susceptibilité du mais a la brdlure des feuilles
(Helminthosporium maydis) diminue lorsque le niveau de magnésium augmente

dans les tissus foliaires.

V. INFLUENCE DES FACTEURS ABIOTIQUES (ELEMENTS NUTRITIFS) SUR
L’ACTIVITE BIOLOGIQUE DES AGENTS PATHOGENES TELLURIQUES

Lorsque le verticilium dahliae entre dans la plante héte, la premiere ligne de
défense qu’il rencontre est la paroi cellulaire, celle-ci est composée de trois
polysaccharides : Cellulose, Hémicellulose, matieres pectiques et d’autres composes
(Schafer, W.1994).

Les champignons phytopathogenes sont connus pour produire une large gamme
d’enzymes extracellulaires essentielles a I'infection qui dégradent la paroi cellulaire
en facilitant la pénétration et en libérant des composés solubles utilisés comme

nutriments pour soutenir la croissance fongique (Lehtinen, 1993).

La cellulase est une enzyme qui dégrade la paroi cellulaire, complexe, composée
de trois types d’enzymes avec une activité variable dans I'Hydrolyse de la chaine de

la cellulose :
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e ex0-B-1,4- glucanases divisent les liaisons B-1,4- glycosidiques a la fin non
réductrice de la molécule de cellulase pour donner une cellobiose
e endo-B-1,4-glucanases attaquent les liaisons glycosidiques internes

e [3-1,4- glucosidases coupent la cello-oligosaccharides en glucose

Tous les trois des classes d’enzymes sont nécessaires pour la dépolymérisation
compléte de la cellulose (De Lorenzo et al, 1997). lls peuvent étre secrétés dans le
milieux situé au niveau intercellulaire ou lié a la paroi cellulaire avec une action
synergique se déroulant entre les trois. La cellulose hydrolysée est généralement un

processus lent en raison de la nature cristalline des polyméres.

Les enzymes produits par des champignons phytopathogenes, dégradant la paroi

cellulaire sont considérés comme facteurs de pathogénicité important.

Le role des enzymes cellulolytiques dans la détermination de l'agressivité des
isolats de Verticillium a fait 'objet de plusieurs études (Mussel, 1973 ; Russel, 1975 ;
Balandina et al., 1976 ; El Aissami, 1998 ; Regragui ef al., 2003,Regragui 2012).

Mussel (1973), a montré quil y a une corrélation positive entre lactivité
enzymatique des isolats de Verticillium et leur agressivité vis-a-vis du coton. Dans le
méme sens, Witney et al., (1972) ont déduit que la carboxyméthylcellulase est

d’autant produite par Verticillium albo-atrum que l'infection de la luzerne est forte.

Les facteurs abiotiques ont un grande influence sur laa pouvoir pathogénes des

champignons telluriques

Ainsi  Sclerotium rolfsii et Rhizoctonia solani, deux champignons du sol
pathogenes sur la betterave, voient leur aptitude a dégrader les parois cellulaires de
leur héte Perturbée par le sel in vitro. Chez S. rolfsii, l'activité enzymatique augmente

avec I'augmentation de la salinité du milieu, alors que celle de R. solani diminue.

L’activité enzymatique de Verticillium peut étre également perturbée a la suite d'un
stress autre que la salinité. Ainsi, l'activité caséine kinase de Verticillium dahliae,
parasite du coton, peut disparaitre sous l'effet d'un choc thermique (Vasiliev et
al.1992).
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Il .3- Effet des éléments minéraux sur I’activité cellulase de Verticillium dahliae

Kleb.

11.3.1- L’activité endo-B-1,4-glucanase

Elle a été mesurée par une augmentation du nombre de groupes réducteurs
résultants de la libération de glucose par le CMC en utilisant les réactifs a
I'arsénomolybdate de cuivre de Nelson, modifiés par Somogy (Nelson, N. 1944 et
Somogy, M. 1952). Le mélange réactionnel contient 1,0ml de CMC a 1,5% dans
0,5ml de tampon acétate (pH 4,8) et 0,5ml d’échantillon. L'absorbance a été
déterminée par spectrophotométrie a 540nm. Une courbe étalon de Glucose de
concentration allant de 0 a 5 uM a été établie (Annexe 3). L'unité d'activité est
définie comme la quantité d’enzyme libérant 1 pmol /min de sucre réducteur exprimé

en équivalent glucose.

11.3.2- L’activité B-1,4 glucosidase

Elle a été déterminée en mesurant le taux de p-nitrophenyle libéré a partir de p-
nitrophenil-B-D-glucopyranoside. Le mélange réactionnel standard consistait en 1ml
du milieu CzDM (Annexe 1), 1,8ml de tampon acétate 0,1M (pH 4,8) et 0,2ml
d’échantillon. Apres une incubation de 30 minutes a 50°C, la réaction a été arrétée
avec un tampon a la tricine 0,4M (pH10, 8) et 'absorbance a été déterminée par
spectrophotométrie a 420nm. Une courbe étalon de p-nitrophenyle de concentration
allant de 0 a 250 uM a été établie (Annexe 3). L'unité d’activité est définie comme la
quantité d’enzyme qui libére 1umol/min de p-nitrophényle (Desphande, M. V. et al,,
1988)

Il .4- Dosage des protéines

La concentration totale en protéines contenu dans les échantillons, est déterminée
par la technique mise au point par Bradford (1976). Cette technique utilise du bleu de
Coomassie qui a la propriété de s’adsorber sur les protéines de maniére non
spécifique et indépendamment de leur séquence. Cette adsorption s’accompagne

d’'une modification du spectre d’absorption de la molécule qui décale vers le bleu.
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I.5- ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

L'analyse statistique des résultats obtenus a été réalisée par le logiciel SPSS©
version 20.0.0 pour Windows™. Les expériences ont été répétées sept fois et les

résultats montrent les mémes tendances.

Une analyse de la variance (ANOVA) au seuil de 5% est réalisée pour montrer
'existence de différences statistiquement significatives entre la nature et la
concentration en éléments minéraux d'une part et les différents parameétres étudiés
(Poids, teneur en Protéines, Activité Glucanase et Glucosidase) d’autre part. Ainsi un

test post-hoc de Tukey pour faire ressortir les différents groupes homogénes

Un test de Corrélation (la corrélation de Pearson a 1% et 5%) pour voir
lassociation entre le poids, la teneur en Protéines, l'activité Glucanase et

Glucosidase engendré par les différents traitements.

27






On constate que la croissance pondérale varie selon la source et la dose des
éléments minéraux testés, comparé au témoin (Verticillium dahliae Kleb dans un

milieu Czapek Dox de base) dont la valeur est de (125,9 mg MS).

La plus grande valeur du poids mycélien est observée chez la premiére source
d’azote NH4Cl a la dose C2 avec une valeur de 178,1mg MS suivie par le potassium
K>SOy a la dose C1 (174,6 mg MS).

La plus croissance basse de Verticillium dahliae Kleb est observée au niveau des
traitements amendés en NH4CI (C1) avec une valeur de (90,4mg MS) suivie par le

potassium K;SO4 (C2) avec une valeur de (99,3mg MS).

On constate que ces deux €léments minéraux ont la plus grande influence sur la
variabilité de la croissance pondérale de Verticillium dahliae. Plus la concentration en
NH4Cl augmente, plus la croissance pondérale augmente. Contrairement au KxSO4

plus sa concentration augmente et plus la croissance pondérale diminue.

L’analyse de la variance (ANOVA) indique la présence de deux groupes
homogénes dont le premier renferme le poids mycélien pour le NH4Cl (Dose C1) et le
K>SO4 (Dose C2) et le second regroupe le poids pour le NH4Cl (Dose C2) et le
K>SO4 (Dose C1) (Annexe 2)

Le chlorure de magnésium a la dose C1 occupe la place de la 3eme plus grande
valeur concernant la croissance pondérale avec 166,4 mg MS et la 3eme plus faible

valeur pour la dose C2 (118,2mg MS).

Les taux de croissance pondérale de la deuxieme source d'azote utilisée NH4sNO3
sont les deux moyennement élevées avec des valeurs de 147,4 mg MS pour la dose
C1 et 129,5 mg MS pour la dose C2.

Le méme test statistique (ANOVA) indique que I'effet de MgCl, (Dose C1); KxSO4
(Dose C1) et NH4Cl (Dose C2) est stimulant pour la croissance pondérale de
Verticillium dahliae ; ainsi le test de Tukey les regroupe dans le méme sous-

ensemble homogéne (Annexe 2)
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enzymatique statistiquement différente de celle du témoin d’ou leur appartenance a

deux groupes différents (Annexe 2).

La plus faible valeur de l'activité de 'enzyme Glucanase est observée chez le
milieu additionné en magnésium MgCl, (Dose C2) avec une valeur de 0,102 pM
glucose/min/gMS suivie par NHsNO3 (Dose C1) (0,126 pM glucose/min/gMS) c’est

deux dernier appartiennent au méme groupe homogene avec le ttmoin (Annexe 2)

En ce qui concerne le potassium la valeur de l'activité endo-B -1,4-glucanase est
presque identique pour les deux concentrations (C1) et (C2) d’ou leurs appartenance

au méme groupe homogéne (Annexe 2)

On remarque que plus la concentration des éléments minéraux est élevée plus

Iactivité enzymatique augmente, sauf pour le magnésium.

L’activité B-1,4-Glucosidase est présentée dans la figure 3.3. avec une variation
des concentration des éléments minéraux dans un milieu Czapek Dox, toutes les
valeurs sont importantes y compris celle du témoin. Le taux le plus élevé est observé
chez le potassium (Dose C1) et le magnésium (Dose C1) et les taux les plus bas
sont observées chez les deux sources d’azote NH4CI (Dose C2) et NH4NO3; (Dose
C1).
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lll.4- Effet des éléments minéraux sur la corrélation des paramétres étudiés

La corrélation est une quantification de la relation linéaire entre des variables
continues. Le calcul du coefficient de corrélation de Pearson repose sur le calcul de
la covariance entre deux variables continues. Le coefficient de corrélation est en fait
la standardisation de la covariance. Cette standardisation permet d'obtenir une
valeur qui variera toujours entre -1 et +1, peu importe I'échelle de mesure des
variables mises en relation. Les tableaux des corrélations dont la synthése des

résultats cités ci-dessous sont consignés en Annexe 2

Dans les conditions standards de l'expérimentation (Témoin) nous observons
I'existence d’une corrélation uniquement entre la teneur en protéine et l'activité
Glucanase (Figure 3.5 A). Cette corrélation est inversement proportionnelle et de
trés forte intensité (r = -0,896).

L’addition de l'azote sous forme de nitrate dammonium (NH4sNO3) avec une dose
de 0,33 g/L (Dose C1) affaiblie la corrélation entre la teneur en protéine et I'activité
Glucanase (Figure 3.5 B) par rapport a ce qui est observé chez le témoin. La
corrélation garde son sens (corrélation inversement proportionnelle) mais devient de
forte intensité (r = - 0,78)

Avec l'ajout de 7,11 g/L (Dose C2) de sulfate de potassium (K>SQ4), nous notons
'apparition d’'une nouvelle corrélation inversement proportionnelle et de trés forte
intensité (r = -0,88) entre la teneur en protéine et l'activité Glucosidase (Figure 3.5
C).

Le chlorure dammonium engendre une corrélation mettant en jeu lactivité
Glucosidase. En effet a une dose de 0,33 g/L (Dose C1) de NH4Cl on note une
corrélation proportionnelle de trés forte intensité entre l'activité Glucosidase et le
Poids de Verticillium dahliae (r = + 0,814) (Figure 7.5 D). A la dose C2 (3,5 g/L) on
reléve une autre corrélation entre 'activité Glucanase et I'activité Glucosidase qui est
également proportionnelle de tres forte intensité presque parfaite (r = + 0,958)
(Figure 3.5E)
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DISCUSSION

Les éléments minéraux sont essentiels a la croissance et au développement des
Champignons (Nyiransengiyumva, 2007) et peuvent avoir aussi des effets néfastes

sur le développement de certaines maladies fongiques.

L'impact des éléments minéraux sur la croissance pondérale et lactivité

enzymatique in vitro du Verticillium dahliae a été étudié dans ce travail.

L’apport d’azote sous forme de nitrate dammonium (NH4NO3) au milieu de
culture liquide Czapek-dox augmente significativement la croissance pondérale du

verticillium.

L’'apport d’azote sous forme de chlorure d’ammonium, diminue la croissance

pondérale du verticillium.

L'azote a été intensivement étudié dans la relation "nutrition de I'héte-sévérité de
la maladie" depuis plusieurs années (Huber et Watson, 1974). L'azote présente

différents effets selon la culture et I'agent pathogene étudié.

D’aprés les recherches de (huber et watson, 1974), 'azote sous forme de nitrate

augmente le développement du verticillium et sous forme d’ammonium le diminue.

Nam et al. (2006) ont montré que des concentrations élevées d'azote dans la
solution nutritive ont augmenté la sévérité de lanthracnose (Colletotrichum

gloeosporioides) chez une culture de fraisier en systeme hydroponique fermé.

La plupart des champignons peuvent utiliser les nitrates comme source d'azote.
La seule voie du métabolisme d'assimilation de l'azote sous forme des nitrates est
leur réduction en nitrites en présence de l'enzyme nitrate réductase, suivie d'une
réduction en ammonium (Deacon, 2006). Certains groupes de champignons comme
les basidiomycétes sont incapables d'utiliser les nitrates comme source d'azote
puisqu'ils sont incapables de synthétiser la nitrate réductase (Whitaker, 1976). Ceci
ne semble pas étre le cas de verticillium qui croit relativement bien sur un milieu

contenant des nitrates (nitrates d’'ammonium) (NH4NQO3).

36



Davis et al.,(1986) constatent également que la sévérité et lincidence de la
maladie de la verticilliose sur pomme de terre est en corrélation négative avec la

fertilisation azotée sous forme de chlorure d’ammonium.

Nos résultats suggérent que la fertilisation azotée sous forme de chlorure
d’ammonium pourrait contribuer a la diminution de la sévérité du Verticillium dahliae

(agent du flétrissement des cultures maraicheéres).

L'effet du potassium sur le développement ou la croissance pondérale du

verticillium varie selon la concentration du K2S04.

IMRANI et al.,(2014) stipulent qu’en générale, I'excés de potassium augmente la
croissance myceélienne et la sporulation de Helminthosporium sativum et
Helminthosporium australiensis, donc un meilleur développement des pathogénes
est accompagné d'un autre niveau en potassium, ce constat est confirmé par
Hervieux (2002) qui a noté une stimulation de la croissance mycélienne
d’Helminthosporium solani, suite a un apport élevé de chlorure de potassium (KCI)

sur le milieu PDA.

L’augmentation de concentration en sulfate de magnésium diminue la croissance

pondérale du verticillium.

NYIRANSENGIYUMVA 2007 rapporte que Le magnésium sous Forme de MgS04-
7H20 diminue le nombre de conidies viables a des concentrations supérieures a
5ppm sans toutefois affecter la croissance mycélienne et la production totale de
conidies Helminthosporium solani. Tout comme les travaux de Wisniewski et
al.(1995) montrant que le chlorure de Magnésium (25-175mM) n'a pas d'effet
significatif sur la croissance du tube germinatif de Boftrytis cinereaet de Penicillium

expansum.

De nombreux champignons phytopathogénes sont connus pour leur production
d’enzymes capables de dégrader les polysaccharides des parois cellulaires de leurs
plantes hotes. Les cellulases et les pectinases seraient impliquées dans les maladies
des plantes et dans le processus de la dégradation des tissus durant la colonisation
par 'agent pathogéne (Wood, 1960 ; Cooper & Wood, 1975). Verticillium albo-atrum
produit une gamme de polysaccharidases qui dégradent les parois cellulaires des

tissus vasculaires de la tomate (Cooper et al ; 1978 ; Cooper & Wood, 1980 ; Durand
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& Cooper, 1988). Une augmentation de l'activité endopectine lyase dans les
vaisseaux conducteurs des tomates sensibles a été enregistrée trois jours apres
I'infection par V. albo-atrum et bien avant I'apparition de symptémes (Cooper &
Wood, 1980).

Dans le processus de pénétration des champignons pathogénes a travers la paroi
cellulaire, un réle essentiel est également joué par les enzymes hydrolysant les
hémicelluloses et les celluloses. En effet, Russel, (1975) a montré que l'infection des
tomates avec V. albo-atrum entraine une augmentation de l'activité cellulolytique
aussi bien chez les plantes sensibles que résistantes. Cet auteur stipule que les
cellulases sont produites par les plantes mais aussi en grande partie par le
pathogene. Les références aux enzymes consultés concernent principalement des
études in vitro sur 'organisme; Cependant, de nombreux articles font référence a des
études in vitro et in planta ou a une partie subordonnée d'une étude différente. Pour
ces raisons, les enzymes sont également abordées dans les chapitres sur la
pathogenese, la résistance, la morphologie, la taxonomie et ailleurs. La littérature
abondante sur les enzymes pectolytiques et cellulolytiques a principalement été
examinée dans les volets de pathogenése. Des revues détaillées ont également été
présentées par Dimond (1955, 1970), Pegg (1981, 1985), Beckman (1987), Heale
(1988) et Bell (1992). Plusieurs auteurs écrivant dans les années et 1990 sur les
enzymes semblent ignorer I'importance de la composition et de la concentration du
substrat, d’'ou le probléme de linduction enzymatique et de la répression des
substrats et des produits, examiné dans le document de base de Cooper et Wood
(1975).

Les enzymes concernées par la dégradation de substrats autres que les
substances a base de pectine et de cellulose incluent diversement la galactanase, la
xylanase, l'arabinase, la glucosidase, la glucanase, la chitinase et la protéase. Keen
et al. (1970) ont décrit l'induction et la répression de la D-galactosidase a partir de

cultures de V. albo-atrum.

V. albo-atrum posséde au moins deux galactanases, une exo-xylanase et une
endo-arabinase (Cooper et Wood, 1975). Mussell et Strouse (1971) ont montré que
V. dahliae sécrétait des protéases extracellulaires capables d'hydrolyser les

protéines lorsqu'elles étaient utilisées comme source unique de carbone. Vessey et
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Pegg (1973) et Young et Pegg (1982) ont décrit I'endo-chitinase, la 1,4-
acétylglucosaminidase, la 1,4-glucosidase et I'exo-1,3-glucanase chez V. albo-atrum.
L'hydrolyse des préparations de parois de cellules de V. albo-atrum purifiées était
complexe et faisait intervenir une combinaison d'enzymes héte (tomate) et fongique
(Young et Pegg, 1982). Adylbekov et al. (1991) ont caractérisé une 1,3 -glucanase
de V. dahliae présente dans des filtrats de culture et du mycélium. Il a été affirmé
que l'enzyme purifiée pourrait hydrolyser les polysaccharides de la paroi cellulaire de
V. dahliae. Bahkali (1991) a confirmé les résultats de Cooper et Wood (1975) relatifs
a la xylanase et montré que la synthése de glucose et de xylose réprimait la
xylanase, tandis que la cellulose, la cellobiose et la carboxyméthylcellulose
induisaient une certaine stimulation enzymatique. Dans une comparaison entre V.
albo-atrum, V. dahliae, V. tricorpus, V. nubilum et V. nigrescens, V. dahliae
présentait les taux les plus élevés d'enzymes cellulolytiques et la plus grande
pathogénicité pour la tomate (Bakhali, 1989a). Bakhali (1989) a décrit I'induction de
I'endo-PG, de I'exo- PG et du PL dans des cultures de V. tricorpus isolées a partir de
plants de pomme de terre fanés. Bakhali (1987) a décrit un résultat similaire sur des

parois cellulaires isolées de palmiers dattiers (Phoenix dactylifera).

La production de PL uniquement était proportionnelle au taux de croissance du
mycélium. Les faibles concentrations de substrat enzymatique améliorent la
synthése enzymatique (Cooper et Wood, 1975). A linverse, de fortes concentrations
de produit ou de substrat répriment la synthése (Talboys et Busch, 1970). Le glucose,
une source de carbone commune du milieu, inhibe la plupart des polysaccharases a
sa concentration en éléments nutritifs (Talboys, 1958a; Keen et Erwin, 1971; Selvara;,
1974). Le saccharose, le lactose et le galactose agissent comme des répresseurs
similaires (Talboys, 1958; Bell et al., 1971; Cooper et Wood, 1975). Les autres
facteurs influencant l'activité enzymatique chez les espéeces de Verticillium sont: le
tissu héte (Bell et al.,, 1971; Cooper et Wood, 1975), la source d'azote, par ex.
peptone (Talboys et Busch, 1970), ions Ca2 + et PO3+ (Talboys et Busch, 1970;
Bell et al., 1971; Mussell et Strouse, 1972; Selvaraj, 1974), pH (Cooper et Wood,
1975) et I'agitation de milieux aqueux (Keen et Erwin, 1971). Alors que la plupart des
enzymes concernées par le métabolisme basique sont constitutives, de nombreuses

enzymes extracellulaires (sécrétoires) sont induites par des substrats spécifiques.
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La production des polysaccharidases par les champignons dépend de la nature de
la source de carbone du milieu (Gupta & Heale, 1971 ; Bahkali, 1995). Les études
menées in vitro par Gupta & Heale, (1971) ont montré que parmi le grand nombre de
sucres et de polysaccharides, seul les substrats a base de cellulose et de cellobiose
peuvent induire la production de cellulases. Selon le méme auteur, I'activité cellulase
peut étre convenablement étudiée en utilisant plusieurs formes de cellulose soluble

et incluant les sels de Na+ du carboxyméthylcellulose comme substrat.

Bateman, (1969) a rapporté que l'environnement ou se développent certains
champignons phytopathogenes influe sur le type et la quantité denzymes

pectocellulosiques qu'ils produisent.

Lors d'essais avec quatre isolats de la souche ‘Bukhara’ de Verticillium dahliae,
les activités de la catalase et de I'invertase ont diminué dans le mycélium avec 'age
mais ont augmenté dans le milieu de culture. L'ajout de sels de P ou de S au milieu
et la substitution de NaNO3 par NH4ANO3 ou CO(NH2)2 ont considérablement réduit

la catalase mais ont légerement augmenté les activités d'invertase.

Les travaux de Novo M. et al. (2006) indiquent que des isolats de Verticillium
dahliae. ont produit des cellulases capables de dégrader la cellulose soluble et
cristalline afin d'établir qu'ils possédent les trois activités enzymatiques nécessaires a
I'hydrolyse de la cellulose (Cooper. 1984). Les isolats se comportaient de la méme
maniére en présence de cellulose soluble et tous deux étaient capables de la
dégrader. Cependant, l'isolat le plus agressif avait une plus grande activité de 3-1,4-

glucosidase et d'endo-B-1,4-glucanase (Novo M. et al. 2006).

Les cellulases peuvent ne pas étre le facteur déterminant de l'agressivité et, par
conséquent, la cause des symptdmes; Cependant, ils peuvent jouer un role

important dans le processus de pénétration (Walton.J.D. 1994).

Les champignons du genre Verticillium sont des parasites vasculaires qui vivent et
se reproduisent a l'intérieur des vaisseaux du xyleme de leurs plantes hotes. lls sont
donc soumis aux fluctuations de la composition chimique de la séve elle-méme

dépendante des variabilités du milieu nutritif extérieur.

L’excrétion des protéines par Verticilium est influencée par la nature de la

substance carbonée ou de la présence de substances de croissance (Chaib, 1987).
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Les quantités de protéines extracellulaires sont corrélées avec la virulence du
champignon. En effet, Chaib, (1987), a montré des différences dans les taux de
protéines secrétées par des isolats de Verticillium albo-atrum selon leur pouvoir
pathogene vis-a-vis de la tomate. Les souches pathogénes produisant 10 fois plus
de protéines que les souches non pathogenes. Des résultats similaires ont été
décrits par Saksirirat & Hoppe (1991). Ces auteurs ont rapporté des différences dans
les niveaux des protéines synthétisées in vitro par Verticillium lecanii et Verticillium

psalliotea.

Dans notre étude, toutes les enzymes étaient principalement extracellulaires. Ce
systeme enzymatique permet a V. dahliae de se développer dans des milieux ou la
cellulose est une source de carbone et peut contribuer a la dégradation de la paroi
cellulaire, ce qui est trés important pour la pénétration de I'héte (De Lorenzo et al.
1997 , Pegg et al. 1985)

Chez V. albo-atrum, les isolats haploides hautement pathogénes pour le coton
avaient 10 fois plus d'activité B-1,4-glucosidase que les diploides moins pathogénes
(Howel et al. 1970). Chez le pathogéne nécrotrophe de la carotte, Mycocentrospora
acerina, l'activité de I'endo--1,4-glucanase était plus élevée chez les isolats les plus
agressifs (Le Cam et al. 1994). Le comportement de ces isolats était différent
lorsque I'on tentait de dégrader une source de cellulose cristalline, car l'isolat le plus
agressif sécrétait I'enzyme dans le milieu de culture plus tét que l'isolat moins
agressif. Le fait que l'isolat moins agressif ait besoin de plus de temps pour se
dégrader peut étre important pour la pathogenese, car une réduction de l'activité sur
la cellulose native pourrait suggérer que le champignon a une capacité diminuée a
coloniser I'héte, ce qui retarde l'apparition des symptomes et une expression plus
douce de la maladie. Ces résultats peuvent suggérer que V. dahliae produit les
cellulases nécessaires pour contribuer a la dégradation des parois des cellules du
poivron. De plus, le taux et 'ampleur de la synthese des cellulases devraient jouer un
réle important dans l'agressivité de V. dahlia puisqu’il a été établi auparavant pour

des interactions dans plusieurs situations pathogénes (Barkai-Golan et al. 1991).

Les cellulases peuvent ne pas étre le facteur déterminant de l'agressivité et, par
conséquent, la cause des symptomes; Cependant, ils peuvent jouer un réle

important dans le processus de pénétration (Walton et al. 1994). Les bactéries
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cellulases ont été corrélées a l'agressivité puisque des mutants induits de Clavibacter
michiganensis ne possédant pas le plasmide pCS1 contenant le géne de la cellulase
étaient avirulents. L'activité de la cellulase, associée a d'autres enzymes ou a la
synthése de toxines par l'agent pathogéne, peut étre responsable de l'agressivité de
l'agent pathogéne. Les phytopathologistes ont généralement estimé que les
cellulases ne sont pas particulierement importantes dans la pathogenése, car une
dégradation importante de la cellulose ne se produit généralement que tardivement,
voire pas du tout (Cooper et al. 1984); cependant, lorsque les principaux génes
d’endoglucanase des bactéries phytopathogénes Pseudomonas solanacearum et
Xanthomonas campestris pv. campestris ont été perturbés, la virulence a diminué
(Gough et al. 1988, Roberts et al. 1988). Bien que la relation entre les enzymes et
la pathogénicité n’ait pas été établie a ce jour, ils sont considérés comme des
facteurs d’agression possibles car la colonisation de I'héte et sa survie peuvent
dépendre de la capacité de I'agent pathogene a dégrader les composants de la paroi
cellulaire (De Lorenzo et al. 1997). Des études sur des mutants de V. dahliae
déficients en cellulases pourraient aider a déterminer I'importance de ces enzymes

dans linfection et donc toute relation avec I'agressivité de I'agent pathogéne
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CONCLUSION

Ce travail s'inscrit dans un programme de recherche destiné a mieux comprendre
les mécanismes daction du Verticillium dahliae (agent redoutable des cultures
maraichéres), afin d’évaluer des moyens de lutte efficaces contre ce champignon,
On avait pour objectif d'évaluer in vitro l'effet des différentes sources et
concentrations d'azote, du potassium, magnésium sur la croissance pondérale et

Iactivité enzymatique de cet agent fongique pathogéne.

Les résultats obtenus ont démontré que la source et la concentration d’éléments
minéraux comme |'azote, potassium, et magnésium étudiés apres 2 semaines
d’incubation du Verticillium dahliae sur milieu Czapek-dox influencent sa croissance

pondérale et son activité enzymatique.

On a constaté que l'azote sous forme de chlorure d’ammonium NH4Cl a une
concentration de 0,33 g/L diminue la croissance pondérale du Verticillium dahliae,
Contrairement aux nitrates d’ammonium (NHNO3), qui, a la méme concentration
stimule la croissance pondérale du champignon. Des concentrations élevées de
potassium sous forme de sulfates (7,11 g/L) et de magnésium (chlorure de

magnésium) (1g/L) diminue la croissance pondérale du Verticillium dahliae.

En ce qui concerne l'effet de ces éléments minéraux sur l'activité enzymatique du
Verticillium dahliae, on remarque que laugmentation des concentrations en
magnesium diminue lactivité endo-B-1,4-glucanase et laugmentation des

concentrations du chlorure dammonium (NH4CI) diminue lactivité B-1,4-glucosidase.

On conclue donc que les éléments minéraux peuvent avoir un effet inhibiteur,
et/ou un effet accélérateur sur le développement et l'activité enzymatique du

Verticillium dahliae

Dans les travaux futurs, il serait intéressant de faire une étude plus approfondie en
utilisant d’autres concentrations sélectionnées, d’autres isolats, et de tester d'autres

sources des éléments minéraux.

Ainsi, les informations qui en découleront et celles obtenues in vitro pourront

éventuellement servir pour élaborer des plans stratégiques de fertilisation ou de
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modification des propriétés telluriques afin de mieux contrdler le développement de
cette maladie. Ainsi la source NH4Cl avec son fort effet inhibiteur a concentration

élevée peut étre un facteur important pour le contréle de cette maladie
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ANNEXE 1
COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE ET DES REACTIFS

e Milieu PDA (Rapilly 1968)

Elément | Quantité
Pomme de terre 200 g
Glucose 20¢
Agar 20g
Eau distillée g.s.p 1000 ml

Peler, laver, couper en tranches minces les pommes de terre. Cuire 15 a 20
minutes dans 200 ml d’eau distillée, filtrer et presser. Ajouter le glucose au filtrat,
compléter le volume a 1000 ml, ajuster le pH a 6,5. Ajouter I'agar, le dissoudre.
Autoclaver 20 min a 120°C.

¢ Milieu Czapeck-Dox (Rapilly 1968) Modifié par Novo (2006) CzDM

Elément | Quantité
NaNO3 |3 g
K2HPO4 |1 g
KCI|05g
MgS04, 7H20 | 0,5¢g
FeS0O4, 7H20 | 0,01 g
CMC | 5g
Eau distillée g.s.p | 1000 ml

e Composition du réactif de Bradford (Bradford M.,1976.)
- Bleu brillant de Coomassie (BBC) G250 (Merck1544) .............................100 mg.
- Ethanol (Sigma-Aldrich) @ 95% ..........coove e o500 M.
Apres agitation pendant 2 heures a I'abri de la lumiere on ajoute :
- Acide ortho phosphorique (Sigma-Aldrich) a85% .................................... 100 ml.
mEAUISHIlIEE Q.S P .o 1000 ml.



e Test ANOVA

ANNEXE 2

ANALYSES STATISTIQUES

ANOVA a 1 facteur

Somme des Moyenne
carrés ddl descarrés| F Signification

Poids (mg MS) Inter-groupes 58656,59 8,00 7332,07| 5,38 0,00

Intra-groupes 73647,83 54,00 1363,85

Total 132304,43 62,00
Act. Glucanase Inter-groupes 7,65 8,00 0,96 2,40 0,03
(MM/min/gMS)

Intra-groupes 21,11 53,00 0,40

Total 28,76 61,00
Teneur en Protéine (g/g  Inter-groupes 0,03 8,00 0,00| 3,45 0,00
MS)

Intra-groupes 0,06 54,00 0,00

Total 0,09 62,00
Act. Glucosidase (UM Inter-groupes 31,98 8,00 400( 0,80 0,61
PNP/min/g MS)

Intra-groupes 270,08 54,00 5,00

Total 302,05 62,00

o Test de Tukey

Poids (mg MS)

Test de Tukey

Sous-ensemble pour

alpha = 0.05

Traitement N 1 2
NH4CI-1 7 90,400
K2804-2 7 99,271
MgClI2-2 7 118,214 118,214
Témoin 7 125,886 125,886
NHNO3-2 7 129,543 129,543
NHNO3-1 7 147,357 147,357
MgClI2-1 7 169,371
K2804-1 7 174,571
NH4CI-2 7 178,057
Signification 0,115 082




Act. Glucanase (WM/min/gMS)

Test de Tukey

Sous-ensemble pour

alpha = 0.05

Traitement 1 2
MgClI2-2 7 0,10
Témoin 6 0,11
NHNO3-1 7 0,13
MgClI2-1 7 0,20 0,20
K2804-1 7 0,30 0,30
K2804-2 7 0,31 0,31
NHNO3-2 7 0,43 0,43
NH4CI-1 7 0,58 0,58
NH4CI-2 7 1,28
Signification 0,89 0,06

Teneuren Protéine (g/g MS)

Test de Tukey

Sous-ensemble pour

alpha = 0.05

Traitement 1 2
MgClI2-2 7 0,033
K2804-1 7 0,035
NH4CI-2 7 0,042 0,042
Témoin 7 0,044 0,044
K2804-2 7 0,045 0,045
NH4CI-1 7 0,049 0,049
MgClI2-1 7 0,060 0,060
NHNO3-2 7 0,092
NHNO3-1 7 0,094
Signification 0,827 0,090
















Corrélations MgCI2_1

Act.
Teneur en )
. Act. Glucanase o Glucosidase
Poid (mg MS) |~ \M/min/gMs) Pr°ti/'|”se) (98| (uM PNP/mIin/g
MS)
Corrélation de 1,00 0,13 -0,54 0,60
_ Pearson
Poid (mg MS)  gig. (bilatérale) 0,78 0,21 0,16
N 7,00 7,00 7,00 7,00
pearson | 0,13 1,00 0,24 0,08
Act. Glucanase
(MM/min/gMS) Sig. (bilatérale) 0,78 0,61 0,87
N 7,00 7,00 7,00 7,00
Corrélation de
Teneur en Pearson -0,54 -0,24 1,00 -0,72
K’Age'”e (99 sig. (bilatérale) 0,21 0,61 0,07
N 7,00 7,00 7,00 7,00
Corrélation de
Act. _ Pearson 0,60 -0,08 -0,72 1,00
Glucosidase
(UM PNP/min/g  Sig. (bilatérale) 0,16 0,87 0,07
MS) N 7,00 7,00 7,00 7,00
Corrélations Mg CI2_2
Teneur en Act
. Act. Glucanase . Glucosidase
Poid (mg MS) | " M/min/gMs) Pmti/'lnse) (8/9 | (uM PNP/min/g
MS)
Corrélation de 1.00 0,08 0.21 0,03
_ Pearson
Poid (Mg MS)  gig (bilatérale) 0,86 0,65 0,96
N 7,00 7,00 7,00 7,00
ggg;'j;m de 0,08 1,00 0,26 0,37
Act. Glucanase
(UM/min/gMS)  Sig. (bilatérale) 0,86 0,58 0,42
N 7,00 7,00 7,00 7,00
Corrélation de
Teneur en Pearson 0.21 -0.26 1,00 0.72
K’Age'”e (99 sig. (bilatérale) 0,65 0,58 0,07
N 7,00 7,00 7,00 7,00
Act. gorrelatlon de 0,03 0,37 0,72 1.00
) earson
Glucosidase
(MM PNP/min/g Sig. (bilatérale) 0,96 0,42 0,07
MS) N 7,00 7,00 7,00 7,00










