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IMPACT DE QUELQUES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX SUR LA CROISSANCE ET LE
DEVELLOPMENT DE QUELQUES ISOLATS DE VERTICILLIUM SP
RESUME

La flétrissure verticillienne causée par Verticillium dahliae ou V. albo-atrum, est une
maladie tellurique importante sur de nombreuses cultures, partout dans le monde et en

Algérie.

La variation morphologique et culturale de 06 isolats de Verticillium sp prélevés sur
différentes plantes hotes en provenance des localités d’Algérie a vocation maraichere a été
étudiée sous l'influence des facteurs environnementaux (Température, lumiere, pH,

salinité).

En se basant sur les caractéristiques morphologiques, les six isolats lorsqu'ils sont
cultivés sur milieu PDA, a pH6, 8 et une température de 25°C une énorme variation
morphologique a été notée au sein de 'espece Verticillium sp. Trois morphotypes ont été

reconnus au sein de cette espéce en se basant sur la couleur et la texture des colonies.

La détermination in vitro de I'influence du pH du milieu, la température d’incubation,
I’exposition a la lumiere et la concentration en NaCl souligne une variabilité morphologique

(couleur et texture) entre les 06 isolats étudiés.

Quant a la croissance diamétrale mycélienne, le nombre de micro-conidies produites
(sporulation) et le nombre de micro-conidies viables (germination) ; I'analyse multivariée de
la variance (MANOVA) au seuil de 5% fait ressortir de maniere générale deux a trois sous-

ensembles homogeénes ol on trouve fréquemment I'isolat VB9 dans le méme groupe.

Ainsi il en résulte qu’un pH acide (4,9) est favorable pour le développement de Verticillium
sp avec une température moyenne de 25°C en obscurité totale. Le stress osmotique causé
par le NaCl indique qu’a des doses allant de 20g a 40 g.L'%, il y a une inhibition significative de
la croissance et des organes de reproduction chez I'ensemble des isolats sauf I'isolat VB9 est
le seul stimulé tant par rapport a sa croissance que par la sporulation et la germination des
micro-conidies. La corrélation de Pearson au seuil 1% révele I'existence d’une relation

proportionnelle entre la croissance diamétrale mycélienne, la sporulation et la germination.

Mots clés : Verticillium sp, isolats, facteurs abiotiques, croissance,



IMPACT OF SOME ENVIRONMENTAL FACTORS ON THE GROWTH AND DEVELLOPMENT OF
SOME ISOLATES OF VERTICILLIUM SP

ABSTRACT

Verticillium wilt caused by Verticillium dahliae or V. albo-atrum is an important telluric

disease of many crops around the world and in Algeria.

The morphological and cultural variation of 06 isolates of Verticillium sp taken from different
host plants from Algeria's market gardening sites was studied under the influence of various

environmental factors (temperature, light, pH, salinity).

Based on morphological characteristics, the six isolates when grown on PDA medium at pH
6.8 and a temperature of 25 ° C showed enormous morphological variation in Verticillium sp.
Three morphotypes have been recognized within this species based on colony color and
texture.

The in vitro determination of the influence of the pH of the medium, the incubation
temperature, the exposure to light and the NaCl concentration underline a morphological

variability in the 06 isolates studied.

As for mycelial diametric growth, the number of micro-conidia produced (sporulation) and
the number of viable micro-conidia (germination); the multivariate analysis of the variance
(MANOVA) at the 5% threshold generally shows two to three homogeneous subsets where

the VB9 isolate is frequently found in the same group.

Thus it follows that an acid pH (4, 9) is favorable for the development of Verticillium sp with
an average temperature of 25 ° C in total darkness. The osmotic stress caused by NaCl
indicates that at doses ranging from 20g to 40 glL-1 there is inhibition of growth and
reproductive organs in all isolates except the isolate VB9 is the only one stimulated both in
terms of growth and sporulation and germination of micro-conidia. The Pearson correlation
at the 1% threshold reveals the existence of a proportional relationship between mycelial

diametric growth, sporulation and germination.

Key words: abiotic factors, isolates, growth, Verticillium sp,
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INTRODUCTION

La verticilliose, causée par Verticillium dahliae Kleb. et Verticillium albo-atrum Reinke &
Berthold est I'une des maladies vasculaires les plus importantes rapportée sur des plantes
appartenant a 45 familles botaniques (Harrington et Dobinson 2000).Ces deux espéces sont
d’une importance économique majeure (McCain et al., 1981) et sont distribuées dans le
monde entier (Pegg, 1984) et au Maghreb(Jabnoun-Khierredine,2010)

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. Le champignon
proliféere a l'intérieur des vaisseaux du xyléme et provoque par la suite des altérations
foliaires et le flétrissement de la plante. Ce champignon vasculaire est ainsi soumis aux
variations physico-chimiques du sol avant l'infection et a la variation de la composition
chimique de la seve qui en découle une fois installé dans les vaisseaux du xyléme. Plusieurs
travaux ont rapporté que ces facteurs abiotiques affectent la croissance et la conservation
de Verticillium dahliae et de Fusarium oxysporum sp lycopersici, principaux agents des

trachéomycoses (Besri, 1977 ; loannou et al. 1977 ; Besri, 1981).

La Verticilliose est considérée comme un sérieux probleme en Algérie, en Tunisie et au
Maroc pour les cultures maraichéres et surtout pour l'olivier car les dégats occasionnés

sont énormes (Belhassen 2000, 2004, Sedra et al. 2002, Jabnoun-Kheireddine, 2007,2010).

Le développement des champignons phytopathogénes du sol dépend du comportement de
la population des plantes hotes et des caractéristiques de I’environnement. Les fluctuations
de I'une ou l'autre de ces caractéristiques peuvent agir sur le développement et les activités
biologiques de ces agents pathogénes, leur agressivité et pathogénicité ainsi que sur la

relation hote-parasite. (Derakhsan et al., 2008, Jabnoun-Kheireddine 2010)

Plusieurs travaux de recherches ont montré que les symptoémes et la sévérité de la maladie
de la flétrissure verticillienne sont variables selon les conditions du milieu, les plantes hotes

leur origine géographique et le pouvoir pathogene (agressivité et pathogénicité) des isolats



des différentes Espéces de Verticillium notamment le Verticillium dahlia Kleb et Verticillium
albo atrum Reinke et Berthold (1879 les plus abondants sur cultures maraichéres et oliviers.

Besri, (1990), Besri & Afailal, (1993), Jabnoun-Kheireddine ,2010)

La variabilité des caractéres morphologiques et physiologiques des isolats de Verticillium sp
peut changer en fonction de la nature du milieu, de son pH, de |'aération, de la température
et de la lumiere. Ainsi, le diametre des filaments, la couleur et I'aspect du mycélium et des
conidiophore d'une souche donnée de Verticillium, de méme que le nombre de verticilles

par conidiophore et de ramifications par verticille sont modifiés par les facteurs abiotiques

Aussi il nous a paru intéressant d'étudier dans un premier temps la caractérisation
morphologique et culturale des différents isolats de Verticillium sp en fonction des variations

des différents facteurs du milieu a savoir la température, le pH, la lumiéere et le Nacl

Le role important que jouent les organes de reproduction (conidies) et organes de
conservation les microsclérotes dans la pathogénicité ; nous a conduit a déterminer

I'influence des conditions externes sur leur formation.

Pour cela dans un deuxiéme temps nous avons étudié I'influence de ces facteurs externes

sur les stades de développement de ces différents isolats a savoir:
-la croissance diamétrale mycélienne
- la formation des organes de reproduction (sporulation et germination des conidies).

Les résultats préliminaires obtenus pourront servir aux travaux futurs destinés a évaluer le
pouvoir pathogéne de ces différents isolats en fonction de la plante hoéte (sensible ou
résistante) et de son origine géographique.

Et ainsi a élaborer une stratégie de lutte contre le développement de cette espece sur

différentes plantes hotes



CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1.VERTICILLIUM SP. : L'AGENT CAUSAL DE LA VERTICILLIOSE

La Verticilliose est une trachéomycose provoquée par les especes du genre Verticillium
affectant des plantes annuelles et vivaces, des arbres fruitiers et ornementaux ainsi que des
arbustes dans les régions tempérées, subtropicales voire tropicales (Pegg et Brady, 2002 ;

Fradin et Thomma, 2006 ; Klosterman et al. 2009)

Cette maladie est causée par un champignon tellurique du genre Verticillium
attaquant plusieurs cultures a intérét agronomique tel que la tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.), la pomme de terre (Solanum tuberosum L.), alfalfa (Medicago sativa L.),
les Cucurbitaceae, le fraisier (Fragaria grandiflora Ehrh.), la menthe (Mentha piperita L.), le
tournesol (Helianthus annuus L.), I'aubergine (Solanum melongena L.), le colza (Brassica
napus) le coton (Gossypium spp.), et I'olivier (Olea europaea L.) (Pegg et Brady, 2002). Ce
champignon comporte deux especes Verticillium dahliae et Verticillium albo-atrum Reinke et

Berthold(1879) qui sont trés répandues dans le sol (Blancard, 1988).

1.2-TAXONOMIE

Le genre Verticillium a été classé en fonction de ses caractéristiques morphologiques
distinctives et ses conidiophore verticillées. Plus de 50 espéces ont été classées en fonction
des caractéristiques telles que le type et la taille des spores ainsi que le type d’hote
(Bidochka et al.. 1999), ceux-ci comprennent Verticillium sp, qui parasitent les insectes, les
nématodes, les champignons et autres, en particulier les plantes dicotylédones (Otero et

al. , 2004).

Le genre a été mis en évidence pour la premiere fois en 1816 par Nées vonEsenbeck .Basé
sur la morphologie de ses conidiospores. (Heffer, 1995) L'espéce pathogéne dahliae, a été
décrite en 1913 par Klebahn.H apres avoir été isolée d'une Dahlia (Dahlia sp.)
La classification de ce champignon est établie par Agrios(1988) puis Botton et al.l.1990)

est la suivante :



CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
Division : Amastigomycota
Groupe : Deutéromyceétes

Classe : Hyphomyceétes

Ordre : Hyphales ou moniliales
Famille : Moniliaceae
Genre : Verticillium

Espéce : dahliae (Kleb.) 1913

Du point de vue morphologique, le champignon porte des conidiophore disposés en
verticilles autour de I'axe principal de I'hyphe (figure I.1). 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 I'extrémité des phialides. (Figure I. 1) .Par
ailleurs, V. dahliae produit sous certaines conditions des microsclérotes. Cette particularité
permet de le distinguer de Verticillium albo-atrum, un autre pathogéne causant des

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

Les microsclérotes sont des structures de survie formées par |'agglomération d'hyphes
contigus dont les parois sont épaissies et mélanisées. Les agglomérats formés ont |'aspect de
petites boules noires (entre 20 et 200 pm) de diametre) (figure 1.2) 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).



CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Les champignons du genre Verticillium sont connus par leur grande facilité de variations. Ces
variations touchent aussi bien la morphologie des thalles que le pouvoir pathogene (Boisson

et Lahlou, 1980 ; 1982; Lahlou et Boisson, (1981).

Le genre Verticillium contient dix especes phytopathogenes vasculaires des dicotylédones
avec des conidiophore verticillés qui produisent des structures de dormance de couleur
brune : V. dahliae, V. albo-atrum, V. alfalfae, V. longisporum, V. nonalfalfae, V. tricorpus, V.
zaregamsianum, V. nubilum, V. isaacii et V. klebahnii. Les structures de dormance ont une
importance au niveau taxonomique. Ainsi, V. albo-atrum forme des amas de mycélium avec
des pigments bruns (Dark Resting Mycelium, DRM), V. nubilum produit des chlamydospores,
V. dahliae et V. longisporum produisent des microsclérotes (figure 1.2), et V. tricorpus

produit les trois types de structure de dormance (Isaac, 1953 ; Karapapa et al. 1997).

Fig. 1.1 : Morphologie des conidiphores (a), phalides (b), et conidies (c) de V. dahliee (A), V.
albo-atrum (B), V. tricorpus (C) et V. nigrescens (D) aprés 21 jours d’incubation sur le milieu
PDA a 20°C (x400). (Jabnoun-khiareddine, H., et al 2010)
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Fig. 1.2 : Détail au microscope photonique des microsclérotes formés par Verticillium

dahliae (D. Blancard, 2015)

1.3-CYCLE INFECTIEUX DE L’AGENT PATHOGENE

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 hote.

-Pendant la phase saprophytique, le champignon pérennise sous sa forme de micro sclérote
plus de 14ans dans le sol au 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 I'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 (figure 1.3) se débute par la germination de micro
sclérote 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).Le parasite se reproduit
asexuellement dans les vaisseaux a l'intérieur desquels il progresse ,grace au transport de
conidies par le flux de la seve ascendante aux pieces aériennes de la plante (Vallad et
Subbarao,2008) ou elles constituent des foyers secondaires d’infection(figure 3).

La poursuite ainsi de I'infection du systéme vasculaire et les toxines émises par le parasite
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font que la plante produise des dépots gommeuses qui obstruent les vaisseaux conducteurs

y entravant ainsi le transport d’eau (Klosterman et al. 2009) et donc des symptomes de

flétrissement se déclenchent sur les parties aériennes atteintes (figure 1.3) (Tombesi et al.

2007 ; Laoune et al. 2011).

Production de

Colonisation du
COreX racinaire

Pénétration du V. dahlice
par les ssus racinaires

conicdics ot
colonssation
du systéme Né&crose ot
vasculaire flétrissement
Colomisution des tissus en sénescence
Développement des
microsciérotes sur
Stimwulation de les tissus nécrosés
la germination
des
microsciérotes
par les Microaclérotes dans
exsudats be sol ou sur les
raCInares résidus de culture

(Adapté de Berlanger et Powelson, 2000)

Figure 1.3: Cycle de développement du V. dahliae. (Berlanger et Powelson, 2000).
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Les microsclérotes, qui survivent dans le sol plusieurs années, germent une fois

stimulées par les exsudats racinaires

*Le champignon peut éventuellement pénetre a l'intérieur des tissu racinaires par une
blessure ou par une région d’élongation cellulaire, coloniser le cortex et atteindre les

vaisseaux xyléme.

*La formation de conidies et leur transport dans le systéme vasculaire entraine une réaction
de défense de la plante impliquant la production de composes qui bloquent le transport de

I’eau dans le xyleme. (Berlanger et Powelson, 2000)

*Le blocage des vaisseaux par les composes de défense de la plante et le matériel fongique
meénent au flétrissement des plants (Berlanger et Powelson, 2000) une fois les plants
meurent et tombent, le Verticillium retourne a la terre (Gilman, 2005) par la libération des

microsclérotes aprés la décomposition de la matiére végétale dans le sol (Gomez, 2001)

1.4 FACTEURS DE DEVELOPPEMENT

La croissance et la fructification du Verticillium sur les racines sont étroitement liées aux
conditions de température et d’humidité (Jouan et al, 1974). Sa croissance in vitro dépend
du pH qui doit étre acide et de la composition du milieu de culture (Singh, 1973). Lorsque les
microsclérotes entre en contact avec les racines d'une plante hote et lorsque les conditions
sont favorables (température avoisinant 20°C et sol humide), il germe et produit le mycélium
qui se propage dans la plante. Verticillium dahliae produit ensuite de nouveaux
microsclérotes dans les parties contaminées de la plante. Lorsque celle-ci meurt et se

décompose, ces nouveaux microsclérotes sont relachés dans le sol.

Autres facteurs possibles de contamination : les excréments d'animaux ayant consommé des
plantes malades, la diffusion des semences de plantes malades, la présence de « mauvaises
12 herbes » hotes (chénopodes, plantains, amarantes, sénecons), les nématodes et pucerons

(vecteurs) Isabelle C., 2016.)

Le Verticillium se développe sur un sol hydro morphe, irrigation, humidité réguliere,

température douce 20-30 C° (INRA 2013).
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1.5 MECANISMES DE TRANSMISSION ET DISPERSION

Les pathogenes du sol ne se disséminent pas facilement sur de longues distances.
L'introduction dans un champ dépend donc beaucoup des pratiques culturales. En effet, le
transport de terre, de plantes avec un sol d'accompagnement (bulbes et tubercules), de
graines, de débris végétaux, de greffons, de plantes de pépinieres ou de toute autre matériel
végétal contaminé est le mode de dissémination le plus courant vers de nouvelles zones de
cultures. La dissémination peut aussi se faire par le vent et I'eau d'irrigation (Pegg and

Brady, 2002).

Le plus rapide des moyens de transmission de Verticillium reste le contact racinaire.
Toutefois les outils contaminés jouent aussi un réle important dans la contamination de
plantes saines comme dans le cas de la luzerne qui est fauchée plusieurs fois lors d'un cycle
de culture (Acharya and Huang, 2003). C'est pourquoi des restrictions sur les déplacements
de matériel de plantation, de sol et de machines sont mises en place afin d'éviter la

dissémination.
1.6- SPECTRE D’HOTES

Le dahlia fut la premiere plante hote attaquée par Verticillium dahlia(lsaac,1976).ce parasite
est extrémement polyphagie puisqu’il peut attaquer plus de 400 espéces de plantes
appartenant a des genres et familles différentes dont beaucoup ont un intérét agricoles et
économique (Martin-Lapierre,2011) comme des arbres fruitiers (I’olivier, I'amandier,
I'abricotier(Tjamos1989),des plantes herbacées aussi bien maraichéres(pommes de terres ,
poivron ,tomates, aubergines) qu’ornementales(Chrysanthemes ,rosier et lychnis) (Fradin et

Thomma 2006,Wang et al.,2012),des légumes (chou-fleur, artichaut) (jamos.,2000).

L'obstruction des vaisseaux provoque des flétrissements rapides. Chez les |égumes, deux
familles de champignons sont en cause : les fusarioses et la Verticilliose. Pour cette derniéere,
le coupable est Verticillium dahlia, qui s'en prend surtout aux solanacées : tomates,
aubergines et parfois poivrons. La Verticilliose peut aussi s'attaquer aux artichauts et aux

melons. (Anonyme 2008)
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1.7-SYMPTOMES DE LA MALADIE

1.7. 1.SYMPTOMES OBSERVES SUR CULTURES MARAICHERES

Les attaques de Verticilliose sur tomate se traduisent par le flétrissement des plantes au
moment les plus chauds de la journée. Les folioles ne tardent pas a présenter un
jaunissement internervaire du limbe, qui prend la forme d'un « V ». Progressivement, les
tissus foliaires se nécrosent et se dessechent dans la partie centrale des décolorations. Au
fur et a mesure de la progression de la maladie, plusieurs folioles et feuilles montrent des
symptomes comparables. Une coupe longitudinale dans la tige permet de constater que les
vaisseaux sont plus ou moins bruns, les brunissements vasculaires sont observés (figure I.

4B) (Blancard, 2013).

Figure : 4A Figure : 4B

*Figure : I. 4A-Brunissement des feuilles

*Figure : I. 4B- symptomes sur racines et tiges des plantes atteintes par le Verticillium dahlia

Kleb, brunissement des racines et tiges (Blancard 2013).
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1.7.2 LES SYMPTOMES OBSERVES SUR OLIVIER

Le V. dahliae affecte en premier temps les racines de jeune plantes, colonise les cellules du
xyleme et du phloeme, puis les tiges ainsi que les feuilles par le flux de la seve cela avec des
perturbations circulatoires qui se traduisent par deux symptomes (Jabnoun-Khiareddine et

al. ,2007)

*Le dépérissement rapide : ce syndrome se caractérisé par un desséchement rapide,
impliquant un flétrissement sévere des branches principales et secondaires, qui se produit
principalement de la fin de I'hiver au début du printemps. Les premieres feuilles deviennent
chlorotiques, puis tournent a un brun clair, et subissent dans certains cas des enroulements
vers l'intérieur, tout en restant attachées aux branches. Ce dépérissement arrivera a
toucher a la fin les branches et les rameaux. Chez les jeunes arbres (dges de 5 a 15 ans), il
est trés fréquent de constater la mort de I'arbre entier lorsque I'apoplexie atteint les jeunes
plants. Toutefois la défoliation partielle de I'arbre peut se produite avant la mort de celui-ci.
Dans d’autres cas, chez les arbres jeunes ou adultes, les feuilles séchées peuvent rester
attachées aux pousses et aux branches (Lopez-Escudero et Blanco Lopez, 2001 ; Bellahcen,
2004)

*Le dépérissement lent se caractérise par une nécrose des inflorescences, les fleurs se
momifient et restent attachées a la tige. Les feuilles sur les pousses affectées prennent la
couleur vert terne et tombent avant le flétrissement, sauf pour celles qui se trouvent a
I'extrémité distal des pousses affectées, devient brun rougeatre, et les tissus vasculaire
intérieur montrent une coloration brun fonce. (Jabnoun-Khiareddine et al., 2007 ; Colella et

al., 2008)

11
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Figure 1.5: les symptomes d’olivier. (Levin ; 2003)

Figure I. 5a : Dessechement et flétrissement des branches principales et secondaires
Figure 1.5b : Desséchement des branches

Figure 1. 5¢ : coloration brun foncé des tissus vasculaires

1.8. 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 microsclérotes. Dans le monde, la
Verticilliose est la maladie la plus destructrice en ce qui concerne les cultures de tomate et la
deuxiéme 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 I.1).

12
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Tableau I.1 . pertes économiques causées par la verticilliose

rrouucuon annuene gonae R e rerte
(moyenne 2005-2010) maximale

Plante hite Mio. $ Mio. Tonnes Mio. Tonnes @ Mio. $
Tomate 71,07 140,95 [,41 710,72 70
Pommes de teme 70,7 326,02 3,26 707,03 50
Coton 35,47 23,52 0,24 354,72 30
Colza 20,65 54,98 0,55 206,53 50
Pastéque 21,16 95,62 0,96 211,61
Olivier 21,05 17,7 0,18 210,46 75
Piments et poivrons 17,88 27,65 0,28 178,77 20
Concombre 17,26 55,53 0,56 172,6
Choux 16,89 64,66 0,65 168,93
Laitue 13,95 23,56 0,24 139,47 100
Tabac 12,48 6,69 0,07 124,78 30
Aubergine 12,22 38,32 0,38 122,15 70
Tourneso! 10,33 31,7 0,32 103,3 55
Fraise 8,73 4,14 0,04 87,48
Epinards 6,41 17,16 0,17 64,1
Chou-fleur (et brocoli) 6,39 18,56 0,19 63,93
Pistachier 3,26 0,73 0,01 32,62
Avocat 3,01 3,73 0,04 30,08
Lentilles 1,96 3,07 0,04 19,61
Artichaut [,15 1,44 0,01 11,45
Houblon 386 0,13 0 5,86 100
Alfalfa nb nb nb nb 50

Mio = Millions

Données compilées par Magda Siebold (non publi¢) d’apres les chiffres du FAO (Données
présentées au 11 th International Verticillium Symposium 20 13.
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En Algérie, la Verticilliose fut signalée pour la premiére fois par Boullinger (1970) et par
Subramoniam (1974) sur les cultures de tomates. Ce n’est qu’en 1990 que la Verticilliose de
I’olivier n’a été signalée en Algérie par Benchaabane et plus par Matallah et al. (1996), puis
Bellahcen et al. (1997, 1998, 2000).

En Algérie, la Verticilliose est considérée comme un sérieux probleme pour les cultures
maraichéres et surtout pour la tomate, pomme de terre car les dégats occasionnés sont
énormes (Belhassen2000, 2004, 2005)

Actuellement, il n’existe aucune méthode permettant de lutter efficacement contre cette
maladie en Algérie et aucune donnée évaluant les pertes de rendement occasionnées par cette
maladie. Elle est toujours au stade prospection notamment sur cultures maraicheres (INPV
2009) et sur olivier (INPV 2006,2010).

Les travaux récents d’Oulkhaoubi (2017) montrent que la contamination fongique par les
isolats de Verticillium sp engendre différents taux d’infestations sur les différentes cultures
prospectées (Pomme de terre, tomate, aubergine). Ces taux varient de 0,4% a 0,5% dans la
région de Fouka,, de 1,18% a 6, 52% a Mouzaia et 2,27% a I’institut technique des cultures

maraichéres et industrielles ’ITCMI de (Staoueli).

1.9. LES MOYENS DE LUTTE
1.9.1.LES MOYENS DE LUTTE CULTURALE

Les rotations culturales avec des plantes non hotes, essentiellement des céréales, ont été
souvent utilisées. Leur role dans la diminution des propagules dans le sol a été rapporté par
Pullman &Devay, (1981). Cependant, leur efficacité est trés discutée en raison du mode de

conservation du champignon dans le sol sous forme de microsclérotes

Les microsclérotes organes de conservation du Verticillium, sont donc responsables de la
transmission de la maladie d'une culture a une autre. Les méthodes de lutte consistent a
éviter leur accumulation dans le sol par | ‘introduction dans les rotations de cultures de
Haricots. de plantes a bulbes ou de Graminées toutes résistantes a la Verticilliose (MrssrinN

& LAFoN, 1969).

14
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1.9.2. LES MOYENS DE LUTTE PHYSIQUE :

La solarisation des sols est une méthode efficace dans la réduction de I'inoculum de
Verticillium. Elle consiste a couvrir le sol avec des baches en polyéthyléne pendant la période
la plus chaude de I'année, de juin a ao(t. Ainsi, les organes de conservation présents jusqu’a
une profondeur de 30cm sont soumis a des températures pouvant atteindre 50°C. Les
travaux de Bourdos et Skoudridakis (1996) sur la Verticilliose démontrent I'efficacité de la

méthode dans la lutte contre ces champignons vasculaires telluriques.
1.9.3. LA LUTTE CHIMIQUE :

Les fongicides a l'instar du benlate, du propiconazole et du paclobutrazol inhibent la
croissance mycélienne du parasite et réduisent significativement la sévérité de la maladie en

diminuant la population verticillienne a I'intérieur des tiges (Erwin, 1981).

Les traitements chimiques ne constituent pas le remede idéal compte tenu des
problémes inhérents a I'environnement, a la toxicité des produit chimique vis- a -vis de
'homme et des animaux et la possibilité d’apparition de pathotypes résistants aux

fongicides. (Benyacoub, 1993).

La fumigation avec des biocides de synthése est pratiguement la seul méthode
économiquement viable pour les producteurs de I'olivier qui ont un probleme de
Verticilliose (MAAS ,1988). La fumigation permet de contréle non seulement les agents

pathogénes, mais également les mauvaises herbes et les nématodes (Martin, 2003)

La fumigation est une méthode couteuse, difficile d’utilisation et comportant d’importants

risques pour la santé humaine et I'environnement (PAN Pesticides Database, 2008).

In vivo, le compost utilisé comme amendement du sol réduit le rabougrissement et
I’altération foliaire des plants de tomate inoculés par V. dahliage. La correction du sol avec le
compost a permis l'inhibition de la pénétration et de la colonisation des tissus vasculaires

des plants de tomate par V. dahliae (Mouira et al. ,2011)
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1.9.4. LA LUTTE BIOLOGIQUE

La technique de lutte biologique, reposant sur I'exploitation des potentialités antagonistes
de microorganismes et plantes, qui deviennent une alternative réelle pour le bio contréle

des tracheomycose (Kobra et al., 2009)

Les agents de bio-contréle particulierement le groupe de Trichoderma sp, renferme des
souches fongique ayant des potentialités certaines dans la phytostimulation de la croissance
des plantes cultivées ainsi qu’une protection indirecte face a des pathogenes du sol (Benitez

et al. ,2004 ; Suarez et al. 2007 ; Chen et al. ,2009).

Talaromyces flavus est parmi les microorganismes bénéfiques les plus utilisés dans la bio
protection des plantes contre Verticillium. Cet antagoniste réduit I'incidence de la maladie
chez l'aubergine en affectant la survie ou la vigueur des microsclérotes (Marois et al .,
1982). Il semble agir en secrétant une enzyme, le glucose oxydase, qui serait responsable de

I'inhibition de la germination des microsclérotes (Fravel, 1996).

D’autres souches antagonistes comme Tricoderma spp, Gliocladium spp. et
Penicillium sp et une rhizobacteria ont été testées in vitro et in vivo contre le Verticillium
spp agent causal de la maladie vasculaire de la tomate en Tunisie. Jabnoune-Khierreddine et
al. 2010 ont constaté que les isolats de ces différentes souches inhibées la croissance radiale

de Verticillium dahlia; la germination des conidies et la formation des microsclerotes).

Ces microorganismes endophytes antagonistes sont des agents de bio contréles, ce sont des
organismes qui rentrent en compétition avec le verticillium par hyperparasitisme et
produisent des métabolites secondaires (biofongicides) (D’Ercole et al., 2000) (Jabnoune-
Khierreddine et al., 2010)

Ces biofongicides testés contre le Verticillium dahlia avait également réduit l'incidence de la
verticilliose de la pomme de terre par rapport au témoin non traité lorsqu'il était incorporé

au substrat de culture 15 jours avant l'inoculation.

Certaines souches de Trichoderma sont capables d’établir une colonisation durable des
racines et de pénétrer dans le tissu épidermique ou elles produisent et liberent des
composés induisant des réponses de résistance localisée ou systémique. Les plantes ont

réagi contre l'invasion fongique par la synthése et I'accumulation de phytoalexines, de
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flavonoides, de terpénoides et d'autres composés antimicrobiens. Les souches de
Trichoderma sont généralement plus résistantes a ces composés que la majorité des autres

champignons. (hibar et al., 2007)

Les effets allélopathiques de Cnidium monnieri et Sophera flaveseens sur la flétrissure
verticillienne et la population microbienne dans la rhizosphére des aubergines ont été
étudiés. Les résultats ont montré que les extraits de C. monnieri et de S. flavescens avaient
des effets inhibiteurs sur la croissance du mycélium de Verticillium dahliae. Lorsque la
concentration en extrait de 200 mg-L 'de C. monnieri a été appliquée. La croissance des
plantules d’aubergines augmente sous l|'effet des traitements par rapport au contréle
(champ de monoculture). Les traitements par C. monnieri et S. flavescens ont influencé la
population et la composition des microorganismes dans la rhizosphére. L'addition d'extraits
de C. monnieri et de S. flavescens a diminué de maniere significative les populations de
champignons et de bactéries, cependant, la population d'actinomycetes a augmenté de
maniére significative. Il semble que les substances allélopathiques libérées par C. monnieri et

S. flavescens étaient suppressives pour Verticillium dahliae. (Sou-chong Zhang et al. ,2006)

1.10 INFLUENCE DES FACTEURS ABIOTIQUES SUR LA CROISSANCE, LA SPORULATION ET LA
PATHOGENICITE DES AGENTS PATHOGENES TELLURIQUES

1.10.1-INFLUENCE DE pH

Le PH est un parameétre de grande importance pour le développement et la croissance du
champignon V. dahliae. Il intervient surtout au niveau de la croissance mycélienne

(Ramualde, 1992).

Des résultats similaires ont été obtenus chez I'espece V. dahliae par Ramualde, 1992,
Thanassoulopoulos ; Kitsos (1972), Ligoxigakis et al. (2002) et Yildiz et al., (2009) ont
montré que la croissance optimale chez /e V. dahliae se situe a PH 4. Par contre Goud et al.
(2003) ont rapporté que les deux especes de Verticillium (V. Dahliae et V. tricorpus) peuvent
se développer a un PH allant de 5 a 7, dont I'optimum est obtenu a PH 5 pour V. dahliae et

a PH 6 pour V. tricorpus.
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1.10.2. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Roberts et Davidson (1986) ont rapporté que des isolats appartenant au genre Verticillium
n’ont montré aucune croissance lorsqu’ils ont été incubés a 30C° .Selon Nonnecke(1989), La
température maximale de croissance chez les especes de Verticillium dahliae se situe au tour
de 27°C. Bhat et al., (2003) ont comparé une gamme de température sur la croissance des
isolats de V. dahliae obtenus a partir du poivron, piment et tomate. Ces auteurs ont
constaté que la température a une grande influence sur la croissance et le développement

du pathogéne et que I'optimum est obtenu a des températures variant entre 20 a 25° C.

Dans une étude menée en Iran par Sanei et al. (2008), ces derniers ont rapportés que les
taux de croissance de V. dahliae dépendent de la température, dont I'optimale situe entre

25 et 27C".

D’autres études menées par Bejarano-Alcazar et al. (1996), Cirulli et al. (2010)
mentionnent que V. dahliae présente une croissance optimale entre 24 et 27C° et peut

croitre et infecter son hote a 30°C.

Shittu (2010) a montré que V. albo-atrum se développe généralement entre 20 et 25°C,

alors que V. dahliae nécessite des températures beaucoup plus élevées (entre 25 a 28°C).

1.10.3. INFLUENCE DE LA LUMIERE

Dans la nature, il est souvent difficile de cerner I'effet propre de la lumiére et de I'obscurité
sur le développement des especes fongique. Par contre sur milieu gélose, la lumiére et
surtout I'obscurité sont deux facteurs extrémement importants pour la sporulation et la

croissance mycélienne du champignon (Rapilly, 1969)
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1.1 OBJECTIF DE L'EXPERIMENTATION

Cette étude in vitro a été réalisée afin de caractériser et d'évaluer l'effet de quelques
facteurs environnementaux (pH, Température, NaCl, lumiére) sur les caractéristiques
culturales a savoir :

L'aspect du mycélium et sa pigmentation, sur la croissance diamétrale mycélienne, la
sporulation et la germination des conidies de six isolats de Verticillium sp prélevés sur
différentes cultures en provenance de quelques régions d’Algérie.

1.2 MATERIEL FONGIQUE

Le Verticillium sp. A été isolé a partir de différentes cultures (Tableau Il 1) présentant des
symptomes de flétrissement et de brunissement au niveau du collet, caractéristiques de la
Verticilliose.

Tableau Il 1: Liste des isolats de Verticillium sp issus de différentes plantes hotes, et
différentes localités utilisés dans cette étude

Isolats Région Wilaya Localité Plante hote

de Verticillium

sp

VB2 NORD BLIDA MOUZAIA AUBERGINE

VB3 TIPAZA FOUKA CHOU-FLEUR
VB5 TIPAZA CHERCHELL ARTICHAUT

VB6 EST SKIKDA SKIKDA FRAISE

VB8 TAREF TAREF POMME DETERRE
VB9 TEBESSA HAMAMET TOMATE

D’aprés les travaux de Mr Degaichia (2018) (communication personnelle) et sur la
base des observations des structures morphologiques et microscopiques (Figure 11 1) du
champignon retrouvé sur le milieu de culture, et la clé de détermination de (Rieuf P.,
1985); il a été confirmé la présence de Verticillium sp par la production de
microsclérotes, de conidiophore verticillés (Figure 6). Ces souches ont été repiquées ;
purifiées et conservées a 25°C a I'obscurité sur milieu de culture PDA (Potato Dextros

Agar) dont la composition est en (annexe 1).
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‘ 7/
Phialides Ve

.

Figure Il 1: Aspect macroscopique (a) et microscopique (X400) du Verticillium sp (b) :

conidiophore et conidies ; (c): microsclérotes) (Degaichia, communication personnelle)

1.3 Caractérisations morphologiques et étude de quelques facteurs physiologiques sur la
croissance, la sporulation et la germination des conidies des différents isolats de

Verticillium sp
11.3. 1. Influence de la température

Une pastille est prélevée des cultures des six isolats de Verticillium spp agées de 21jours
et ensemencée dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA additionné d’un

antibiotique streptomycine a 10mg/l. Le pH du milieu est ajusté a 6,8 ensuite autoclave a
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120°C pendant 20 minutes. Les cultures sont ensuite incubées a différentes températures :

10, 25 et 35 °C pendant 14 jours.

Lorsqu’il y a absence de développement fongique des isolats incubés a 10 et 35 °C, les
cultures ont été incubées de nouveau a 25 °C afin de vérifier si ces températures inhibent la
croissance fongique. Pour chaque isolat et chaque température, 3 boites de Pétri ont été

ensemencées.

Figure Il 2 : Ensemencement des six isolats de Verticillium sp en conditions stériles

11.3.2.Influence du pH

Les six isolats de Verticillium sp sont ensemencés dans des boites de Pétri sur le milieu
PDA additionne d’un antibiotique streptomycine a 10mg/I a différents pH, pH 4,9 ,6,8 et 9.
Chaque pH est ajusté avec HCI (1N) ou NaOH (1N) a l'aide d’un pH meétre, avant autoclavage.

Les cultures sont ensuite incubées a 25°C pendant 14 jours.

Pour chaque expérience, 3 répétitions ont été effectuées pour chaque isolat et chaque

pH.

11.3. 3.Influence de la lumiére

Dans cette étude, les cultures des isolats de Verticillium, ensemencés en boite de Pétri
comme précédemment sur leur milieux de culture PDA, ont été placées dans les conditions

de culture suivantes :

- une série dans l'obscurité continue ;

- une série sous un éclairage continu ;
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La source lumineuse utilisée pour cet essai est un tube « lumiere du jour » (réf. Claude U 40
RS) qui dégage une lumiere blanche a une intensité de 400 lux. Les cultures incubées

pendant 14jours respectivement a une (PH=6,8 - NaCl=0 - température =25°C)

Pour chaque souche et chaque type d‘éclairage, trois boites ont été ensemencées.

Figure 1l 3 : Incubation des boites de Pétri a I'obscurité continue

11.3. 4 .Influence de NaCl

Les six isolats de Verticillium sp retenus sont ensemencés dans des boites de Pétri sur le
milieu PDA additionné de doses différentes de NaCl (0, 4, 8, 10, 20,40g/l). Les isolats sont
ensuite incubées a 25°C .Pour chaque isolat et chaque dose trois boites de Pétri ont été

ensemencées

Respectivement a un (PH=6,8 et une température de 25°C, I'obscurité continue)

11.3. 5. Parametres étudiés

11.3. 5.1.0bservations et caractérisations morphologiques des isolats sous I’action des

différents facteurs abiotiques.

La caractérisation morphologiques des sept isolats obtenus a partir des différentes cultures est
effectuée suite a des observations macroscopiques (aspect du thalle duveteux,
cotonneux...couleur, et microscopiques moyennant un microscope optique, en se basant sur les
caracteres morphologiques microscopiques des hyphes (cloisonnement, coloration) et des
formes reproductrices (formes et couleurs des spores) en se référant également aux clés

d’identification de (Rieuf ,1985) et watanabe 2002).
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A. Identification macroscopique

- Texture
- laineuse : mycélium aérien abondant ;
- duveteuse : mycélium aérien court ;

- poudreuse : mycélium aérien produisant de nombreuses conidies créant une surface
d'apparence poudreuse semblable a du sucre ou de la farine ;

- glabre : mycélium aérien peu abondant avec surface lisse.
b. Topographie : plane, surélevée, cérébriforme avec stries radiales.

c. Couleur : surface, revers, pigment diffusible ;
- brun, gris, noir = champignon dématiné ;
- blanc ou autre couleur (rouge, vert, jaune, mauve, etc.) = champignon hyalin ;
d. Vitesse de croissance (diametre de la colonie a 7 jours)
- rapide: >3 cm.
- modérée: entre 1 et 3 cm.
- lente: <1 cm.
B. Identification microscopique
La mise au point des observations a été d’abord réglée au faible grossissement (Gr :
x100), une fois que les structures du mycélium et des conidies deviennent apparentes,
I’observation et la prise de photos se font au fort grossissement (Gr : x400 et x1000). Les clés

de détermination utilisées sont celles décrites par Barnett et Harry (1972) et celles de

Watanabe, (2002).

Pour I'examen des structures microscopiques, il y a lieu de s’intéresser aux :

a) Hyphe septe et non septe
b) conidiophore: absents, simples, ramifiés ;
c) cellules conidiogenes: annellide, phialide... ;

d) conidies: uni- ou pluricellulaires, solitaires, en amas ou en chaines, forme (ronde, ovale,
en massue...) ;
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e) organes de fructification: péritheces, cléistothéces (sexué), pycnides (asexué)
11.3. 5.2.-Détermination de la croissance diamétrale mycélienne :

La croissance mycélienne (CM) a été évaluée apres 14j d’incubation en mesurant la
surface de gélose couverte par le mycélium. Elle a été fait grace au logiciel Digimizer ®
Version 4 pour Windows®, permettant des mesures calibrées a partir des diverses photos
prise lors de I'expérimentation. La croissance mycélienne a été calculée selon la formule
préconisée par (Nyiransengiyumva, C,2007) et exprimée en cm?. Cette formule est destinée
a évaluer la surface du thalle mycélien a été retenue car elle tient compte de la forme

elliptique du thalle.

CM = mycélium — Opastille

~

ou

J1s 1 1
Smycélium = Surface totale du mycélium (cm?) = EC X EL X 1T

Spastile = Surface de la pastille (cm?) = (rgasti”e X n) = 0,38465
C: diametre court du thalle mycélien (cm)

L: diameétre long du thalle mycélien (cm)

Figure Il 4: Mesures de la croissance mycélienne

11.3. 5.2.-Détermination du nombre de conidies produites (sporulation)

La sporulation, ou le dénombrement des conidies produites a été effectué apres la
période de culture 14j des sept isolats soumis a différents facteurs. Les conidies ont été
récupérées avec 2ml d'eau distillée stérile par grattage du mycélium a l'aide d'une pipette

pasteur stérile courbée sous forme de baton de hockey. La suspension conidienne a été
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récupérée dans un tube stérile, ensuite 3ml d’eau distillée stérile ont été ajoutées dans le
tube. Suite a une agitation de la suspension au vortex, les conidies ont été dénombrées a
I'aide de la cellule de Malassez (ANNEXE 2). La sporulation conidienne a été exprimée en
nombre de conidies par unité de surface mycélienne (conidies/cm?). (Nyiransengiyumva,

C,2007)

11.3. 5.3.Détermination du nombre de conidies viables (germination)

La suspension conidienne ainsi obtenue a été étalée sur un milieu de culture solide (PDA)
(ANNEXE 1) pour dénombrer le nombre d'unités formatrices de colonies (UFC). Ainsi, aprés
agitation au vortex, 100 ul, de la suspension ont été prélevés et étalés sur le milieu PDA. Le
dénombrement des UFC a été effectué quatre Jours apres |'étalement par comptage des
colonies mycéliennes visibles a I'ceil nu. Le nombre de conidies viables a été exprimé en UFC

par millilitre (UFC/ml). (Nyiransengiyumva, C,2007)

11.3.6.Analyse statistique des données (ANNEXE 3)

L'analyse statistique des résultats obtenus a été réalisée par le logiciel SPSS© version

20.0.0 pour Windows™.

Les expériences ont été répétées trois fois et les résultats montrent les mémes tendances.

Le test ANOVA a été réalisée au seuil de 5% afin d’apprécier l'effet de quelque facteurs
environnementaux (pH, Température, lumiere et NaCl) Sur la croissance et le
développement du Verticillium sp agent de la Verticilliose des cultures maraicheres. Sur les
différents parameétres étudiés (Croissance diamétrale mycélienne, sporulation et

germination des conidies).

La corrélation de Pearson a été étudiée entre les différents facteurs et la croissance fongique

au seuil 1%. Ainsi entre le nombre de conidies produites et viables
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Il.1 Caractérisations morphologiques et étude de quelques facteurs physiologiques sur la

croissance, la sporulation et la germination des conidies des différents isolats de Verticillium

sp
I11.1.1. Influence de la température

111.1.1.1 Caractérisation morphologique

A-ldentification macroscopique (caractéres culturaux)

A partir d'une pastille des six isolats repiquée sur milieu PDA a un pH =6,8 et a I'obscurité
pendant 14jours .Nous avons observé aspect du mycélium, la couleur des colonies et leur
topographies ainsi que la vitesse de croissance (aprés 7jours d’incubation).Les repiquages ont
donné naissance a des cultures d'aspect variable, pigmentées en marron ou blanches, avec un

mycélium duveteux abondant ou, au contraire, trés lisse. Ces variations nous permettent de

déterminer
3 types de morphotypes :

Morphotype 1 : représente par VB2 et VB9 : I'aspect du mycélium est glabre avec un

pigment diffusible jaune ou marron sur la face inferieure

Morphotype 2 : représente par VB3 et VB5, VB6 : I'aspect du mycélium est duveteux

avec des stries radiales, couleur du mycélium est Blanc

Morphotype 3 représente par VB8: I'aspect du mycélium est laineux avec des stries

radiales, couleur du mycélium est Blanc (tableau 1ll.1.)

26



CHAPITRE lll :

Tableau Ill.1 : Aspects culturaux des six isolats de Verticillium sp cultivés sur milieu PDA

aux 3 températures d‘incubation

lll.1.1 -Température 25°C, PH=6,8 (Témoin)

RESULTATS ET DISCUSSION

VB3 Duveteux Surélevée Champignon Mycélium a
(mycélium | avec stries hyalin (blanc) | croissance
aérien radiales sur les deux modérée:
court) faces de la entre 1 et 3

boite cm.

VB5 Duveteux Surélevée Champignon Mycélium a
(mycélium | avec stries hyalin (blanc croissance
aérien radiales modérée:
court entrelet3

cm
VB6 Duveteuse | Surélevée avec | Champignon Mycélium a
(mycélium | stries radiales | hyalin (blanc croissance
aérien modérée:
court) entrelet3
cm

VB8 Laineuse Surélevée avec | Champignon rapide: >3
(mycélium | stries radiales | hyalin (blanc cm
aérien
abondant

VB9 Glabre Surélevée avec | Champignon modérée:
(mycélium | stries radiales | hyalin (avec entre 1 et 3
aérien peu pigment cm.
abondant diffusible
avec marron)
surface
lisse
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- Température 35°C
Aspect du TOPOGRAPHIE COULEUR VITESSE DE
mycélium CROISSANCE
VB2 LAINEUSE surélevée Champignon Mycélium a
(mycélium hyalin (blanc croissance
aérien avec pigment | lente:<1cm.
abondant) diffusible
jaune surla
face
inferieure)

VB3 LAINEUSE Surélevée ave Champignon Mycélium a
(mycélium stries radiales hyalin (blanc croissance
aérien avec pigment | lente:<1cm.
abondant) diffusible

jaune
LAINEUSE Surélevée ave Champignon - Mycélium a
(mycélium stries radiales hyalin (blanc croissance
aérien avec pigment | modérée:
abondant) diffusible entre 1 et 3
jaune cm.
LAINEUSE Surélevée ave Champignon lente: <1 cm.
(mycélium stries radiales hyalin (blanc
aérien avec pigment
abondant) diffusible
jaune
LAINEUSE Surélevée ave Champignon lente: <1 cm.
(mycélium stries radiales hyalin (blanc
aérien avec pigment
abondant) diffusible
jaune
Duveteuse Champignon | lente: <1 cm.
(mycélium hyalin (avec
aérien court) pigment
érigé diffusible
marron
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-Température 10°C

RESULTATS ET DISCUSSION

Aspect du TOPOGRAPHIE | COULEUR VITESSE DE
mycélium CROISSANCE
VB2 Glabre plane Champignon Mycélium a
(mycélium hyalin (blanc croissance
aérien peu avec pigment | modérée
abondant diffusible
avec surface jaune
lisse
VB3 LAINEUSE plane Champignon modérée
(mycélium hyalin (blanc
aérien avec pigment
abondant) diffusible
jaune
VB5 LAINEUSE plane Champignon modérée
(mycélium hyalin (blanc
aérien avec pigment
abondant) diffusible
jaune
VB6 LAINEUSE Surélevée Champignon modérée
(mycélium ave stries hyalin (blanc
aérien radiales avec pigment
abondant) diffusible
jaune
VB8 LAINEUSE plane Champignon modérée
(mycélium hyalin (blanc
aérien avec pigment
abondant) diffusible
jaune
VB9 Glabre plane Champignon modérée
(mycélium hyalin (avec
aérien peu pigment
abondant diffusible
avec surface marron
lisse

D’aprés nos observations représentées dans tableau 3, latempérature de 35°C et 10°C modifie
I"'aspect du mycélium, la couleur chez les six isolats ainsi que leur vitesse de croissance apres

7jours d’incubation sur milieu PDA a 'obscurité.
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B. Identification microscopique

Figure llI.1 (photos originale) : Aspect microscopique (GX400) de l'isolat VB3 Verticillium sp

(a) phialides et conidiophore, (b) conidies ; c) microsclérotes

L'examen microscopique a révélé la présence de conidiophore, plus ou moins érigés,
hyalins, a rameaux verticillés et a 3-4 phialides a chaque nceud,

Les conidies sont produites a I'extrémité des phyalies. Les conidies sont hyalines, ovoides
a. Les microsclérotes mélanisés étaient les seules structures observées. Sur milieu PDA, ces
microsclérotes sont de couleur brun foncé a noir et produites a partir des hyphes hyalins

uniques (Figure 1.1 ). Elles sont de forme irréguliére, sub globuleuses a allongées.

111.1.1.2-Détermination de la croissance diamétrale mycélienne en fonction de la
température d’incubation
L'influence de la température sur la croissance des six (06) isolats de Verticillium sp a été

étudiée et les résultats sont illustrés en moyenne dans la figure 111.2
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Figure 111.2: Effet de la température d’incubation sur la croissance diamétrale

mycélienne du Verticillium sp (cm?)

A une basse température (10°C) on note I'apparition de 03 groupes homogénes. Un
premier, regroupe les isolats dont la valeur de croissance mycélienne est faible (VB2, VB5, VB6
et VBS8) variant entre 15,77 et 18,89 cm?. Les isolats VB5, VB8, VB6 et VB3 sont regroupés
dans le second groupe avec des valeurs allant de 18,35 a 19,24 cm?. L’isolat VB9 est isolé dans

un troisiéme groupe avec une valeur de 29,62 cm?

La température 25°C est considérée comme essai témoin. On note I'apparition de 02
groupes homogénes. Un premier, regroupe les isolats dont la valeur de croissance mycélienne
est faible (VB9 et VB2) variant entre 29,77 et 37,16 cm?. Les isolats VB6, VB3, VB8 et VB5

représentent le second groupe avec des valeurs allant de 49,86 a 56,33 cm?.
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A une température de 35°C, I'analyse de la variance fait ressortit 02 groupes
homogeénes. Un premier, regroupe les isolats dont la valeur de croissance mycélienne est
élevée (VB2, VB3, VB5, VB6 et VBS8) variant entre 29,55 et 40,17 cm?. L’isolat VB9 est isolé dans

un second groupe avec une valeur de 13,93 cm?.

La variation de température d’incubation a une influence notable sur la croissance
mycélienne individuelle des différents isolats de Verticillium sp étudiés ce qui est démontré
par le test MANOVA (annexe3). Ceci est vrai sauf pour l'isolat VB9 ou on ne note pas de
différences significatives entre la croissance de cette derniére a une température de 10°C et
25°C
111.1.1.3.Effet de la température d’incubation sur la sporulation (nombres de conidies

produites) de Verticillium sp

L'influence de la température d’incubation, le nombre de conidies produites (NCP) des
six (06) isolats de Verticillium sp a été étudié et les résultats sont illustrés en moyenne dans

la figure III.3.
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Figure 111.3: Effet de la température d’incubation sur la sporulation du Verticillium sp
(UFC/cm?)
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A une basse température (10°C) on note I'apparition de 05 groupes homogénes.
L’ensemble des isolats présentent des nombres de conidies produites (NCP) différents d’un
point de vue statistique. Mis a part pour l'isolat VB3 et VB8 qui appartiennent au méme
groupe homogene. La plus grande valeur du nombre de conidies produites (NCP) est

enregistrée par I'isolat VB6 (1,99. 10* UFC/cm?)

A une température de 25°C on note que I'ensemble des isolats présentent une
variabilité dans la production des conidies allant de 1,27. 10* 3 1,81. 10* UFC/cm?. L’analyse
de variance multivariée (MANOVA) indique qu’il n’existe pas de différences statistiquement
significatives entre le nombre de conidies produites (NCP) des différentes isolats (p>5%)

(Annexe 3)

A une température de 35°C, I'analyse de la variance fait ressortit 03 groupes
homogeénes. Un premier, regroupe les isolats dont le nombre de conidies produites est élevé
(VB3, VB5, VB6 et VB8) variant entre 1,6. 10* et 2,01. 10* UFC/cm?. Lisolat VB9 est représenté
dans un second groupe avec une valeur de 6,29. 10> UFC/cm?. Le dernier groupe est

représenté par l'isolat VB2 (5,66. 10> UFC/cm?).

l1l.1.1.4.Effet de la température d’incubation sur la germination des conidies de

Verticillium sp

L'influence de la température d’incubation sur la germination des conidies (hombres de
conidies viables) (NCV) des six (06) isolats de Verticillium sp a été étudiée et les résultats sont

illustrés en moyenne dans la figure Ill.4
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Figure 111.4 : Effet de la température d’incubation sur la germination des conidies du

Verticillium sp (UFC/ml)

A une température de 10 °C on note I'apparition de 04 groupes homogeénes. Le premier
est celui de I'isolat VB9 (0,00 UFC/ml), le second regroupe des souches VB8 et VB6 avec un
NCV de 183,33 et 256,67 UFC/ml successivement. Les isolats VB6 et VB3 sont dans le troisieme
groupe. Enfin Les isolats VB2 et VB5 sont dans le quatrieme groupe avec la plus grande valeur

du NCV allant de 520 a 590 UFC/ml

Pour I'essai témoin (25°C), on note que I'analyse que la variance fait ressortir deux
groupes homogenes dont le premiers englobe les isolats VB2, VB3, VB5, VB6 et VB8 (206,67 >
NCV > 403,33 UFC/ml). Le second groupe est représenté uniquement par I'isolat VB9 avec la

plus grande valeur enregistrée du NCV (680 UFC/ml).

34



CHAPITRE lll : RESULTATS ET DISCUSSION

A une température de 35°C, I'analyse de la variance fait ressortit 02 groupes
homogeénes. Un premier, regroupe les isolats dont la valeur du nombre de conidies viables est
élevée (VB2, VB3, VB5, VB6 et VB8) variant entre 413 et 533,33 UFC/ml. L’isolat VB9 est isolé

dans le second groupe avec une valeur du NCV de 0,00 UFC/ml.

La corrélation de Person au seuil de 1% et 5% indique qu’il existe une corrélation significative
(p=0,00) et proportionnelle d’intensité moyenne (r = +0,398) entre la croissance mycélienne
et le nombre de conidies produites et aussi une corrélation significative (p=0,01) et
proportionnelle d’intensité moyenne (r = +0,341) entre le nombre de conidies produites et le

nombre de conidies viables
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111.1.2. Influence du PH

111.1.2.1 Caractérisation morphologique

Identifications macroscopique

RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 111.2 : Caractérisation morphologique des six isolats de Verticillium sp au 3 pH

d‘incubation

Aspect du TOPOGRAPHIE | COULEUR VITESSE DE
mycélium CROISSANCE
PH=4,9 | Glabre Surélevée Champigno | modérée:
(mycélium avec stries n hyalin entre 1 et 3
aérien peu radiales avec cm.
abondant pigment
avec surface diffusible
lisse jaune
PH=4,9 | Duveteuse Surélevée Champigno | rapide: > 3
(mycélium avec stries n hyalin cm
aérien VB3 (blanc
court) radiales
VB5 Duveteuse Surélevée | Champigno | modérée:
PH=4,9 | (mycélium avec stries n hyalin entrelet3
aérien radiales (blanc cm
court)
VB6 PH=4,9 | Duveteuse Surélevée | Champigno | rapide: >3
(mycélium avec stries n hyalin cm
aérien radiales (blanc
court)
VB8 PH=4,9 | Duveteuse Surélevée Champigno
(mycélium avec stries n hyalin
aérien court | radiales (blanc
rapide: >3
cm
VB9 PH=4,9 | Glabre Surélevée Champigno | lente: < 1
(mycélium avec stries n hyalin cm.
aérien peu radiales (avec
abondant pigment
avec surface diffusible
lisse marron)

Témoin pH 6, 8, NaCl Og /L, Température 25C obscurité continue

36




CHAPITRE lll ; RESULTATS ET DISCUSSION
TEXTURE TOPOGRAPHIE COULEUR | VITESSE DE
CROISSANCE
VB2 PH=6,8 | Glabre Surélevée avec | Champig | modérée:
(mycélium stries radiales non entre 1 et 3
aérien peu hyalin cm.
abondant avec
avec pigment
surface lisse diffusible
jaune
VB3 Duveteuse Surélevée Champig | modérée:
PH=6,8 | (mycélium avec stries non entre 1 et 3
aérien radiales hyalin cm.
court) (blanc
VB5 Duveteuse Surélevée Champig | modérée:
(mycélium avec stries non entre 1 et3
PH=6,8 aérien court | radiales hyalin cm
(blanc
VB6 Duveteuse | Surélevée avec | Champig | modérée:
PH=6,8 | (mycélium stries radiales non entre 1 et3
aérien hyalin cm
court) (blanc
VB8 Laineuse Surélevée avec | Champig | rapide: >3
(mycélium stries radiales non cm
PH=6,8 aérien hyalin
abondant (blanc
VB9 PH=6,8 | Glabre Surélevée avec | Champig | modérée:
(mycélium stries radiales non entre 1 et 3
aérien peu hyalin cm.
abondant (avec
avec pigment
surface lisse diffusible
marron)
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION
TEXTURE | TOPOGRAPHIE | COULEUR VITESSE DE
CROISSANCE
Glabre Surélevée Champignon | modérée:
(mycélium | avec stries hyalinavec |entre 1 et 3
aérien radiales pigment cm.
peu diffusible
abondant jaune
avec
surface
lisse
Laineuse Surélevée Champignon | rapide: >3
(mycélium | avec stries hyalin (avec | cm
aérien radiales pigment
abondant) diffusible
jaune)
Laineuse Surélevée Champignon | modérée:
(mycélium | avec stries hyalin (blanc | entre 1 et 3
aérien radiales avec cm.
abondant) pigment
diffusible
jaune)
Laineuse Surélevée Champignon | rapide: >3
(mycélium | avec stries hyalin (blanc | cm
aérien radiales avec
abondant pigment
diffusible
jaune)
Laineuse | Surélevée Champignon | rapide: >3
(mycélium | avec stries hyalin (blanc | cm
aérien radiales avec
abondant pigment
diffusible
jaune)
Glabre Surélevée Champignon | lente: < 1
(mycélium | avec stries hyalin (avec | cm.
aérien radiales pigment
peu diffusible
abondant marron)
avec
surface
lisse
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CHAPITRE lll : RESULTATS ET DISCUSSION

D’apres nos observations (tableau Ill.2) ;le pH 9 modifie I'aspect du mycélium, la couleur
chez l'isolat VB3, VB5, VB6 ainsi que leur vitesse de croissance aprés 7jours d’incubation sur

milieu PDA a I'obscurité.

111.1.2.2 .Détermination de la croissance diamétrale mycélienne en fonction du pH du
milieu
L'influence du pH du milieu sur la croissance des six (06) isolats de Verticillium sp a

été étudiée et les résultats sont illustrés en moyenne dans la figure 111.5

Souche

M ve2
60,00 mves
Oves
W vEs
(ves
M ves
50,001

40,00

30,00

20,00

Croissance diamétrale mycélienne (cm?)

10,00

Figure IIL.5 : Effet du pH du milieu sur la croissance diamétrale mycélienne du Verticillium

sp (cm?)

A un pH acide (pH= 4,9) on note que les isolats VB3 et VBS représentent la plus grande valeur
de croissance (56,33 cm?) suivis par VB6 (52,14cm?), VB8 (51,16 cm?) et VB2 (50,48 cm?). La

plus basse valeur de croissance est notée chez I'isolat VB9 (30,95 cm?).

L'analyse de variance multivariée (MANOVA) indique qu’il n’existe pas de différences
statistiquement significatives entre les isolats VB2, VB3, VB5, VB6 et VB8 (p>5%) mais elle
révele que l'isolat VB9 sort du lot avec une valeur du p = 0,00 (<0,05) ce qui souligne son

appartenance a un groupe distinct de celui des autres isolats sus-cités. (Annexe 3 )
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CHAPITRE lll : RESULTATS ET DISCUSSION

A un pH neutre (pH= 6,8) qui est considéré comme témoin on note I'apparition de 03
groupes homogenes. Un premier, regroupe les isolats dont la valeur de croissance mycélienne
est élevée (VB3, VB5, VB6 et VBS8) variant entre 50 et 56 cm?. L’isolat VB2 est isolé dans un
second groupe avec une valeur de 37 cm? et enfin l'isolat VB9 est la représentante du

troisieme groupe avec 29,67 cm?.

A un pH basique (pH=9) on note également la présence de 03 groupes homogénes. Un
premier, regroupe l'isolat dont la valeur de croissance mycélienne est élevée (VB3, VB5, VB6
et VB8) variant entre 52,54 et 56,33 cm?. L’isolat VB2 est représenté dans un second groupe
avec une valeur de 41,84 cm? et enfin l'isolat VB9 est le représentant du troisiéme groupe

avec 7,37 cm?.

Les groupes homogenes ont été définit on se basant sur I'analyse de la variance

MANOVA au seuil 5% et sont different d’un point de vue statistique (Annexe 3)

Le potentiel d’hydrogéne (pH) du milieu a une influence notable sur la croissance
mycélienne des différents isolats de Verticillium sp étudiés ceci est démontré par le test

MANOVA ou on reléve ce qui suit :

- Lavaleur de la croissance mycélienne de I'isolat VB2 dans le milieu acide est placée
dans un groupe différent de celui qui est dans un milieu neutre et basic

- Lavaleur de la croissance mycélienne de la souche VB9 dans le milieu basique est
placée dans un groupe différent de celui qui est dans un milieu acide et neutre

- La croissance mycélienne des isolatsVB3, VB5, VB6 et VB8 est différente en dépit

de la valeur du pH du milieu et ainsi on les retrouve dans 03 groupes distincts

111.1.2.3. Effet du pH du milieu su la sporulation de Verticillium sp

L'influence du pH du milieu sur la sporulation (NCP) des six (06) isolats de Verticillium sp

a été étudiée et les résultats sont illustrés en moyenne dans la figure 1.6
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Souche

Wve2
2 00E4- BEves
Oves
WvEs
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Wves

Moyenne Nombre de conidies produites (UFClcm?)

48 68
pH

Figure 111.6 Effet du pH du milieu sur la sporulation du Verticillium sp (cm?)

A un pH acide (pH= 4,9) on note que I'ensemble des isolats présentent une variabilité

dans la production des conidies allant de 1,28. 10* a 1,64. 10* UFC/cm?

L’analyse de variance multivariée (MANOVA) indique qu’il n’existe pas de différences
statistiquement significatives entre le nombre de conidies produites (NCP) des différentes

isolats (p>5%) (Annexe 3)

Il est de méme a un pH neutre (pH= 6,8) ol on note que I'analyse que la variance fait
ressortir un seul groupe qui englobe I'ensemble des isolats avec des valeurs du NCP comprises

entre 1,27. 10* et 1,81. 10* UFC /cm?

A un pH basique (pH= 9) on note la présence de 02 groupes homogeénes. Un premier,
regroupe les isolats dont le NCP est compris entre 8,44. 103 et 1,40. 10* UFC/cm? (VB2, VB5,
VB6 et VB9). Le second groupe englobe les isolats VB2, VB5, VB6, VB3 et VB8 avec un NCP
variant de 1,25. 10* a 1,74. 10* UFC /cm?
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Le potentiel d’hydrogene (pH) du milieu a une influence notable sur le nombre des
conidies produites des différentes isolats de Verticillium sp étudiées ceci est démontré par le

test MANOVA ou on releve ce qui suit :

- Le NCP chez l'isolat VB5 en milieu acide est statistiquement difféerent de celui du
milieu neutre, ainsi le NCP du milieu neutre est different de celui du milieu basique

- Le NCP chez lisolat VB8 en milieu acide est statistiquement différent de celui du
milieu basique

- Le NCP chez l'isolat VB9 en milieu basique est statistiquement différent de celui

du milieu neutre et acide.

La corrélation de Pearson au seuil de 1% indique qu’il existe une corrélation
statistiquement significative (p = 0,00) et inversement proportionnelle de forte intensité (r=

-0,66) entre la croissance mycélienne et le nombre de conidies viables.
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CHAPITRE lll : RESULTATS ET DISCUSSION

111.1.2.4 Effet du pH du milieu su la germination des conidies de Verticillium sp

L'influence du pH du milieu sur la germination des conidies (nombres de conidies
viables)(NCV) des six (06) isolats de Verticillium sp a été étudié et les résultats sont illustrés en

moyenne dans la figure 111.7
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Figure 111.7 : Effet du pH du milieu sur la germination des conidies du Verticillium sp

(cm?)

A un pH acide (pH= 4,9) on note la présence de 03 groupes homogénes. Un premier, regroupe
les isolats dont le NCV est compris entre 86,67 et 256 UFC/ml (VB2, VB3, VB6 et VBS8). Le
second groupe englobe les isolatsVB2, VB5, VB6, VB3 et VB8 avec un NCV variant de 153,33 a
366,67 UFC /ml. Le troisieme groupe regroupe les isolats VB5 et VB9 qui présentent les plus
grandes valeurs du NCV allant de 366,67 a 523,33 UFC/ml
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A un pH neutre (pH= 6,8) on note que I'analyse que la variance fait ressortir deux
groupes homogenes dont le premiers englobe les isolats VB2, VB3, VB5, VB6 et VB8 (206,67 >
NCV > 403,33 UFC/ml). Le second groupe est représenté uniquement par l'isolat VB9 avec la

plus grande valeur enregistrée du NCV (680 UFC/ml).

A un pH basique (pH= 9) on note la présence de 03 groupes homogénes identiques a
ceux du pH neutre, en sachant que l'isolat VB9 enregistre une NCV plus élevé de I'ordre de

863,33 UFC/ml

Le potentiel d’hydrogéne (pH) du milieu a une influence sur le nombre des conidies
viables des différentes souches de Verticillium sp étudiées ceci est démontré par le test

MANOVA ou on reléve ce qui suit :

- Le NCP chez l'isolat VB8 en milieu acide est statistiquement différent de celui du
milieu neutre, ainsi le NCP du milieu neutre est different de celui du milieu basique
- Le NCV de l'isolat VB2, VB6 et VB9 en milieu basique est statistiquement different

de celui du milieu neutre et acide.

La corrélation de Person au seuil de 1% indique qu’il existe une corrélation significative
(p=0,00) et inversement proportionnelle de forte intensité (r = -0,688) entre la croissance

mycélienne et le nombre de conidies viables
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CHAPITRE lll :

RESULTATS ET DISCUSSION

111.1.3. Influence de la lumiere

111.1.3.1 Caractérisation morphologique

Lumiére continue
Tableau Ill.3 : Caractérisation morphologique des six isolats de Verticillium sp sous

'influence de la lumiére d‘incubation

TEXTURE TOPOGRAPHIE COULEUR VITESSE DE
CROISSANCE
Duveteuse surélevée Champignon hyalin rapide: >3 cm

(mycélium aérien

(blanc avec pigment

VB2 court) diffusible jaune**
Duveteuse surélevée Champignon hyalin rapide: >3 cm
(mycélium aérien (blanc avec pigment
court) diffusible jaune
VB3
Duveteuse surélevée Champignon hyalin rapide: >3 cm
VB5 (mycélium aérien (blanc avec pigment
court) diffusible jaune
Duveteuse surélevée Champignon hyalin rapide: >3 cm
(mycélium aérien (blanc avec pigment
court) diffusible jaune
VB6
VB8 Duveteuse surélevée Champignon hyalin rapide: >3 cm
(mycélium aérien (blanc avec pigment
court) diffusible jaune
VB9 Glabre (mycélium | surélevée Champignon hyalin rapide: >3 cm

aérien peu
abondant avec
surface lisse

(marron avec
pigment diffusible
marron **
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Obscurité
TEXTURE | TOPOGRAPHIE | COULEUR VITESSE DE
CROISSANCE
VB2 PH=6,8 Glabre Surélevée Champignon | modérée:
(mycéliu | avec stries | hyalin avec entre 1 et 3
m aérien | radiales pigment cm.
peu diffusible
abondan jaune
t avec
surface
lisse
VB3 Duveteu Surélevée | Champignon | modérée:
se avec stries hyalin (blanc | entre 1 et 3
(mycéliu | radiales cm.
PH=6,8 m aérien
court)
VB5 Duveteu Surélevée | Champignon | modérée:
se avec stries hyalin (blanc | entre 1 et 3
PH=6,8 (mycéliu | radiales cm
m aérien
court
VB6 Duveteu | Surélevée Champignon | modérée:
PH=6,8 se avec stries | hyalin (blanc | entr