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RESUME

[.,a culture de la Tomate au Maroc est très handicapée par une

maladie vasculaire sonnue sous le nom de < maladie du fil > causée
par deux Champignons parasites appartenant aux genres Fusarium et

Verticillium. Notre étude a portê sur les Verticillium isolés des plants

de Tomate attaqués Par cette maladie.

En culture sur milieu gélosé, le thalle différencie deux types
d'organes de propagation et de conservation: des conidies et des mi-
crosclérotes. Les conidies rassemblées dans des sphérules apparaissent

s11r des conidiophores verticillés. Sur milieu PSA et à 25" les microsclû

rotes, qui mesurent en moyenne 32 x 84rI, se forment 6 à 7 jours

après fensemencement de la spore sur un anneau situé à une dis-

tance de 2 à 2,5 mm de l'implant, de 4 à 5 mm du front d: crois-

sance. Ces organes se forment par élargissement et cloisonnement d'un

ou de plusieurs afiicles situés sur le parcours d'un filament ou de

plusieurs filaments voisins, puis par mélanisation et bourgeonnement

de ces articles.

Le déve'oppement des thalles est influencé par le pH et la natule

du milieu.

La croissance est rapidement stoppée à pH acide (4,6 et 5,2)

alors qu'elle se poursuit jusqu'à envahissement complet du récipient de

culture à un pH supérieur ; I'optimum se situe aux alentours de

pH 5,7. sur milieu < M > de MeI.ce et collaborateurs, les microsc.ié-

iotes ne s€ forment pas à pH acide (4,6 et 5,2), apparaissent tardi-

vement (deux mois environ) à pH 5,7 et au bout de 6 jours à pH

6,2 ei 7,2. La surface pigmentée recouverts de microsclérotes est plus

éiendue à pH 7,2. Le pH optimum de formation de microsclérotes est

donc plus élevé que celui de la croissance'

Indépendamment du pll, le milieu influence I'aspeot des cul-

ture et la formation des organes de conservation'

L'aspect des cultures varie selon la concentration des substances

nutri.ives dans le milieu. Des dilutions du bouillon de Pomme de

Terre du milieu PSA font apparaître des formes < buissonnantes >.

Les variations du rapport saccharos'e/nitrate-d'ammonium dans le mi-

lizu < M > entraînent des changements dans I'aspect et la cou-

leur des cultures avec parfois formation de secteurs ou zonation.

L,aspec,t des cultures varie également en fonction de la nature de ia

,our^"" de carbone. En présence d'un excès de glucose, il y a appa-



rition de la forme levur,e et de microsclérotes ma! individualisés ;
cette modification ne se manifesie pas quand la source de carbone
est le saccharose (sauf à de très fortes concentr,ation) ou I'ami-
don.

Pour un même pH les microsclérotes sont toujours plus abon-
dants sur milieu naturel que sur milieu synthétique. Le nombre de
microsclérotes est plus faible quand on dilue simultanément les sour-
ces de carbone et d'azote, ou lorsqu'on augmente (10û g par litre)
ou qu'on diminue (4 g par litre) ,a quantité de saccharo;e utilisée
couramment dans nos milieux (20 g par litr:). La d lution de la
source d'azo'e se traduit toujours par la formation d'un plus grand
nombre de microsclérotes. L'abondance relative de carbrne par rap-
port à l'azole fait apparaître, en plus de microsclérot:s, des hyphes

enkystées.

Les souches marocaines ont été comparées à deux souches de
référence appartenant aux espèces V. dahliae et V. qlbo-atrum en ce
qui concerne. I'aspect des cultures, la vitesse de croissance, la iaille
des conidies et la nature des organes de conservation (micrrsclérotes
ou hyphes enkystées). Pour les quatre caractères précédents, les souches
marocaines sont identiques ou voisines du V. dahliae, toujours nette-
m,ent distinctes du V. albo-atrum.

Le pH optimum pour la formation des microscléro:es du V.
dqhliae est plus élevé que celui des souches marocaines. Les hyphes
enkystées du V. albo-atrum ne se forment pas aux pH étudiés (jus-
qu'à pH 7,2) sw le milieu synthétrque < M >>, ce qui rejoint les
résul ats trouvés dans la bib-iographie à savoir que le pH optimum
de forrnation des hyphes enkystées est silué entre 8 et 8,6.

Les données bibliographiques sur le V. dahliae et le V. albc-
atrum moîtrent que le caractère principal qui différ,encie ces deux
espèces est la formation de microsclérotes chez la première, et
d'hyphes enkystées chez la s'econde. Les résulta's d'études morpho-
logiques, génétiques et morphogénétiques sont, scron les auteurs et
les souches utilisées, favorables au regroupement des deux Verticil'

Iium en une seule espèce ou, au contraire, favorables à leur dis-

tinction.

En définitive, les données bib iographiqu,:s, la comparaison effec-
tuée entre les deux espèces et les souches marocaines et la forma-
tion des deux types d'organes de conservation par une souche maro-
caine et même par le V. dahliae (quand le rapport carbone/azote et



élevé) nous amènent à admettre que I'on a affaire à une seule espèce

de Verticitlium en cours de diffirenciation et dont les individus peu-

vent .héoriquement appartenir à tous les intermédiaires possibles entre

individus les plus différents correspondant les uns au type V. dqhliae,

les autres au type V. albo-atrum. En conséquence, et en application

de la règ'e d'ântériorité, le verticillium marocain doit être nommé

Verticillium albo-atrum RstNxn et BERTHoLD.

On sai.t, d'après les études bibliographiques que la formation

des microscléro'.es est induite par un facteur diffusible synthétisé par

le thalle st actif à partir d'un seuil d,e concentration. L'édification

des microsclérotes met en ceuvre plusieurs processus : éiargisSement

et cloisonnemeni d'articles mycéliens, puis mélanisation et bourgeon-

nem3nt des éléments précédents. Les deux derniers phénomènes ont

été induits séparément au cours de notre expérimentation : le voisi-

nage d'un tha le cle la souche marocaine stimule en effet la mélani

saticn des hyphes chez le V. albo-atrum, et ùî milieu très concentré

en glucoie stlmule le bourgeonnement (apparition des formes levures).

Ces résultats semblent indiquer que ces deux phénomènes sont indé-

pendants et font intervenir des processus physiologiques différents

qu'il serait sans doute in'éressant d'étudier p'us complètement.





INTIODUCTION

Du fait de sa situation géographique et de son climat, le Maroc
est remarquablement situé pour produire des primeurs aux periodes
qui correspondent à une forte demande des marchés euroÉens. [-es
cultures maraîchères tiennent une place importante dans l'économie
du pays, tant par les surfaces plantées, plus de 26 0O0 hectares, que
par le volume des exportations, 250 à 300 0O0 tonnes (O.C.E., I97I).
Les superficies consacrées à la tomate occupaient en 1969, environ
15000 hectares (D.R.A., 1969). I-es études de I'O.C.E. (1971) pré-
voient que la production de tomates doublera eî 1976 et qu'elle sera
multipliée par trois en 1980.

Or, la culture de la tomate est très handicapée, depuis une di-
zaine d'années, par une maladie vasculaire connue sous le nom de
<, maladie du Fil >. MessIAEN c PÉclur (1963) ont écrit à ce sujet :
< Ce Fil, manifestement provoqué par un organisme du sol, pré-
sente, d'après les cultivateurs avec lesquels nous avons dialogué, une
gravité telle qu'il devient, actuellement. impossible de pratiquer la
culture de la tomate plus de deux fois sur le même terrain. La
solution pratique est, aujourd'hui, la location de terrains neufs pour
cette culture >.

Actuellement, cette maladie continue à causer des dégâts impor-
tants. Ainsi, nous avons observé en juin 1974 des champs de tomates
entièrement attaqués par le ( Fil > dans la région de Mohamme-
dia.

Iæs symptômes externes de cette maladie sont reconnaissables
à u'n jaunissement qui peut atteindre la totalité de la feuille ou quel-
gues folioles seulement (Pr. I A), à un flétrissement de la plante
(Pl. I B) susceptible de cesser, parfois, grâce à I'irrigation et, enfin,
à un dessèchement progressif du feuillage finissant par atteindre la
totalité du plant (Pt. II e et B). Dans certaihs cas. un pied attaqué
par le ( Fil r peut résister et donner des fruits. Les vaisseaux ligneux
des tiges et des pétioles de tomates attaquées sont colorés en brun,
sans jamais atteindre la coulsur noire observée dans les plants para-
sités par une Bactérie : le Corynebacterium michiganense.

Deux champigrons imparfaits peuvent être isolés à partir des
vaisseaux bruns l w Fusariurn sp. et un Verticillium sp.

Iæs souches de Fusarian isolées sur tomak au Maroc, identi-
fiées par MrssrlrN ez PÉclur (loc. cit,), sont des Fusarium orysryrum
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PreNcne II
Dessèchemenl des plants de tomate attaqués par le

À,. Pied attaqué par le Verticillîum sp.

f om : r l e  : l t l l quée  pa r  l e
dn Vert ic i l l iurn sp.  et  du

È'usarium sp,
. Fusarium sp

-  Quelques pieds portent  à la
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f. sp. lycopersici. Elles peuvent être ramenées à deux types morpho-
logiques différents : le type < bulbigàrun ) et l€ type ( orthoceras >.
Le premier est caractérisé par des macrooonidics abondantes et un
stroma rose clair, le second par des macroconidies rares et un stroma
violet.

Les souches de Verticillium, observécs par les auteurs pr&ê-
dents produisent à la fois du mycélium aérien et des microsclérotes
en quantité appréciable. Flles A{partiemrent à un type intermédiaire
entre le V. albo-atrum qui ne différencie pas de microsclérotes et
le V. dahliae qui en forme. La validité de ces deux espèces est,
comme nous le verrons plus tard, con'€stée par de nombreux auteurs.
Aussi il nous a paru intéressant d'étudier la morphologie et le mode
de développement des souches de Verticillium isolées sur tomate
au Maroc et ds comparer leurs caractéristiques à celles des espèces
précédentes. Ce sera I'objet de Ia prernière partie de notre mé-
moire.

Le Verticillium sp. a été êgalement trouvé au Maroc sur Melon,
Aubergine, et Pomme de Terre (PrNsA,u, communication personnelle).
Gonrnl (1971) I'a isolé, pour la première fois au Maroc, sur des
plants de Carthame malades et il pense que cett€ verticilliose pour-
rait être causée par les microsclérotes présents dans les sols ayant
porté des plahtes maraîchères. A l'appui de cette thèse, il convient
de souligner que le Verticillîum n'est pas spécifiquement lié au para-
si.tisme d'un hôte déterminé, mais peut attaquer des véeétaux d'espè-
ces, de g€nres ot de familles différents @urnÉnov, 1927 ., MessnEN
& LAFoN, 1969). Du reste. VrBlwor BorncrN (1949) précise que le
Vertïcillîum isolé de la Tomate peut être transmis à des Solanacées
telles que la Pomme de Terre et I'Aubergine. ainsi qu'au Concom-
bæ. au Muflier. à Acer sp., à Gasrypîum herbaceum, ̂ t Piment et
à I'Orme.

Les microsclérotes. organes de conservation du Verticillium, sont
donc responsables de la transmission de la maladie d'une culture
à une autre. Les méthodes de lutte consistent à éviter leur accumn-
lation dans le sol par I'introduction dans les rotatiohs de cultures de
Haricots. de plantes à bulbes ou de Graminées. toutes résistantes à
la Verticilliose (MrssrlnN & LAFoN, 1969). S'agissant du cas du
Maroc. il n'existe. selon Moosr^EN ,?r pÉclur f1 963). aucun esDoir
quant à < I'amélioration des rotations >, car dans tes conditions de
sol et de climat au Maroc. la situation dev'ent catastrophique dès
la dcuxième ou la troisième culture de la Tomate.
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Le rôle important que jouent les microsclérotes nous a conduit
à déterminer l'influence des conditions externes sur leur formation.
La seconde partie de notre mémoire sera donc consacrée à l'étude de
I'influence du pH d'une part, de la nutrition azotée et carbonée
d'autre part, sur la croissance et sur la formation des organes de
conservation du Verticillium sp. isolé sur Tomate au Maroc.
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PREMIERE PARTIE

IDENTIFICATION DES SOUCHES DE VERTICITTIUM S.P.

ISOLEES sUR TOMATE AU MAROC

Pour identifier les souches da verticillium sp. isolées au Maroc,

nous étudierons tout d'abord la morphogénèse de leurs thalles et

nous déterminerons leurs caractères morphologiques' Avant de com-

parer nos souches à deux souches de référence appartenant aux es-

pa.", verticillium albo-alrum REINKE & BERTHoLD et verticillium

dahliae KrpslHN, nous essaierons de faire le point sur le problème

de la validité des deux espèces précédentes'

l. [a morphogénèse des thalles des souches marocaines

A - ,I"es souches utilisées

Au début de notre travail, 'nous avons constitué une collection

de souches de Verticillium eî ayant recours à des isolements à partir

de tissus malades-, prélevés dans des tiges de Tomate provenant de

différentes régions'du Maroc. D:ux cultures dt Verticillium albo-atrum

RelNrs & BERTHOLo et du verticillium dahliae KInBAHN, obt:nues

clu C B.S. de B,aarn *, cnt servi de références pour les déterm:nations'

Les origines des différonts isolats sont indiqué;s dans le tableau I.

D:s expériences préliminaires sur I'aspect de la culture, la vitesse

de croissanqe, et la formation des microsclérotes ayant monlré que les

souches marocaines se compor:ent de façon homogène, deux d'entre

ell:s s,:ul- 'ment ont été uti l isées pour réaliser la plupart de nos essais:

IV \ et r F, Celle"-ci provlennent de deux régions du Marcc assez

éloisnées ; la première du Sucl d'Agadk, étage aride et la seconde

cle Mchammedta, étare sem'-ar'de Les deux régions ont un climat

littoral, un hiver chaud supérieur à 7o et une amplitude extrême de

j  5 '  < M-m (  25"  ** .

I-Baarn, Pays-Bas.

no 6b, la définition des
(1930); celle du climat

* Centraal bureau for Schimmelcultures Oosterstraat,
*,r Etages bioclimatiques. Atlas d': Maroc, planche

étages bioclimatiques est celle de L' Elasnnctn
est de J. Dennlcu (1953).
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Tasrreu I

Origines ef dates d'isolement cles souches de Verticillium sp.

Souches Dates dlsolement Lieu de récolte

D

K

4-6-r970

4.6-1970

16-Él,1970

16-6-1970

16-6-1970

r6-6-r970
24-3-197r
24-3-1971
24-3-197 |

3l-3-1971

3 t - 3 - 1 9 7  |

3r-3-197r
3l-3-r97r
3l-3-197 1

1966

15 km Sud Casablanca, Proximité
station Dar Bouazza

15 km Sud Casablanca, Proximité
station Dar Bouazza

10 km au Nord de Moharnmedia
(Mansouriah)

10 km au Nord de Mohammedia
(Mansouriah)

10 km au Nord de Mohammedia
(Mansouriah)

Entre Casablanca et Mohammedia

Proximité station Dar Bouazza

Proximité station Dar Boltazza

> ) >

Sud de Oualidia

Nord Oualidia

Nord Oualidia

Sud Agadir

Sud Agadir

Centraal bureau for Schimmelculture
Baarn

I P
i l o
r l r a
r u I
I V G
I V J

I V R

I V A

I V D

Vertlcillîum dahliae
Krænernr

Yerticillîum
albo-atrum RETNKE
et BERTHoLD

1949

La souche du V. albo-atrum a été isolée s:Ûir Fragaria, les agtres souches I'ont
été sur tomate.
Les souches marocaines ont êté isolées par
Rabat).

B - Le développement des thalles à

G,lenrsr- @aculté des Sciences de

partir des conidies

1 .  T e c h n i q u €  d ' i s o l e m e n t  d e s  s p o r e s

Une goutte de suspension de spores est étalée sur une boîte de
Pétri contenant de l'eau et de la gélose. Quelques jours plus tard,
des conidiophores se différencient à la surface du thalle ; ils portent
à leur extrémité des groupes de spores enrobées dans du mucilage
(sphérules). Irlises en suspehsion dans de I'eau stérile €t étalées sur
un milieu PSA *, les spores germent et seront prélevées une à une

+ Miliçu PSA (voir page 24).
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PraNcsr III

La morphogénèse du thal le

À. Jeune thal le de 27 h. La spore a germé en émettant plusieurs f i laments.
G x 5 0 0

B. Anastomose entre filaments provenant de la ramification d'une hyphe.
G x 8 5 7

c. Thalle de 70 h. I-es sphérules (flèches) apparaissent aux extrémités de
conitliophores dressés. G x 200

D. Conidiophore vçrticillé. G x 909.



VBRTICILLIIIM : IDENTIFICATION DES SOUCHES MAROCAINES

27 heures après, puis repiquées sur de nouvelles boîûes de Pétri

contenant du milieu PSA. Rors & BRANDT (1964), Hsarn (1966)

et Torusor'î (1972) ont constaté que les conidies da Verticilliurn pos'

sèdent un seul noyau haploide ; le matériel de départ des thalles

est donc génétiquement Pur.

2 .  D é v e t , o p p e m e n t  d u  t h a l l e

La conidie germe en émettant plusieurs filaments cloisonnés qui

se ramifient rapidement (Pr. III A). Ils sont rectilignes et hy,alins,
les uns rampent à la surface du milieu, les autres s'enfoncent dans
le substrat et croitgent plus rapidement que les précédents. La marge
en croissance est donc constituée en majorité par du mycélium intra-
matriciel. Des ,anastomoses s'établissent entre filaments voisins et sont
visibles dans la marge du thalle (Pr. Iil B) ; ces formations ont déjà
été observ6es par ScnRnrnER & GREEN (1966). Les hyphes ont un
Ciamètre moyen ùz 26r,. Elles sont p'us épaisses au voisinage de la
spore (5,2 p) et à l'emplacement des futurs rameaux (3,9 g.).

Sur le thalle végétatif vont se différencier des conidies et des
microsclérotes. Deux jours après l'ensemencement, des houppes blan-
ches sont visibles au niveau de I'implaht ; elles sont constituées par
des rameaux dressés qui représentent les jeunes conidiophores. Ces
filaments s,: ramifient à leur extrémité en un verticille de phialides
au sommet desquelles apparaissent les conidies. Après leur formation,
celles-ci restent ehrobées dans du mucilage et constituent c,e que I'on
appelle les sphénrles (Pr. III C). Deux jours plus tard, soit quatre
jours après I'ensemencement de la spore, de nouvelles phialides se
forment sur le conidiophore en constituant des verticilles de 2 à 5
unités (Pr. III D) ; elles portent chacune une sphérule à leur extré-
mité. Les cohidies mesurent en moyenne 4,7 x 2,L r.

Six à sept jours après I'ensemencement, un anneau noir de 1 à
1,5 mm de largeur est visible à une distance de 2 à 2,5 mm du
semis. Cette pigmentat;on est due à la présence de microsclérotes
mûrs. La partie centrale du thall,e, d'abord non piprynentée, se recouvre
de microsclérotes par la suite. La marge du thalle reste incolor€
sur 4 à 5 mm" ce qui correspond à du mycé'rum âgé au maximum
de deux jours. Les mesures de diamètre des cultures et des parties
colorées par les microsclérotes (flrr. II) ont montré que leur ex-
tension se fait à la même vitesse, environ 4 mm par jour. X-a largeur
de la marge non pigmentée diminue lorsque le front de croissanoe
de la culture arrive au voisinage du bord de la bolte de Pétri. Dans
ce cas, la croissance radiale diminue, alors que la vitesse de forma-
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tion des microsclérotes ne varie pas. En conséquence, dans une culture
âgée, les microsclérotes sont présents sur toute la surface du thalle.

Ces organes donnent parfois à la culture un aspect zoné.

La morphogénèse des culiures obtenues à partir d'une conidie, d'une
sphérule, d'un microsclérote ou d'un semis de quelques mm de dia-
mètre, se déroule de la même manière. Signalons cependant que l€s

microsclérotes apparaissent plus tôt, 5 jours après l'�ensemencement,
dans les cultures issues d'une suspension de spores étalée à la sur-

face du substrat. La limitation de la croissance, provoquée par la

rencontre de nombreux thalles contigus, semble do'rc accélérer le pro-

cessus de formation des microsciérotr$

C - La morphogênèse des microsclérotes

L'obsewation miscroscopique de microsclérotes en formation per-
met de suivre les différentes étapes de leur morphogénèse.

Dans un premier stade, des articles mycéliens grossissent et se
cloisonnent en donnant naissance à des cellules arrondies, associées en
chaînes qui accumulent des réserves visibles dans le cytoplasme sous
forme de globules lipidiques (Pl. IV A) ; leurs parois s'épaississent

et noircissent par suite du dépôt de mélanine (Pr. IV B et C). Dans

un second stade, les gross€s cellules ainsi formées bourgeonnent' par-

fois avant d'être pigmentées, en général après épaississement et mé-

lanisation de leurs parois. Les cellules apparues par bourgeonnement
vont, au fur et à mesure de leur formation, s'épaissir et se mélâ-

niser. Ce massif cellulaire va finalement donner naissance à un mi-

crosclérote très noir au centre, résultat de l'entassement de cellules

pigmentées formées par bourgeonnement, bordé de cellules plus clai-

."t "n voie de pigrnentation (Pl. IV D).

Les auteurs ne semblent pas être d'accord sur le déroulement
des différentes étapes qui conduisent à la formation des microsclé-

rotes.

D'après Bnarqor (1.964) et IsAAc (1949), cités par Tirnrax (1969)'

la transformation des hyphes végétatives dtt Verticillium débvte pàr
le cloisonnement accru de certains articles mycéliens, l'élargissement
des cellules ainsi délimitées, la multiplication cellulaire par bourgeon-
nement et, enfih, l'épaississement des cadres cellulaires et le dépôt
do matières mélaniques dans les parois des cellules formant le cortex
du sclérote.

D'après Besu (1961), Vrcounoux et CsrnrArN (1969), la for-
mation des microsclérotes commence par Ïélargissement et le cloi-
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sonnement d'une partie de l'hyphe, aboutissant à la formatioh d'une

chaîne de cellules de forme rectangulaire dont les parois s'épaississent
et s'imprègnent de pigment noir. Ces cellules différencient par bour-
geonnement, de nouvelles cellules d'abord hyalines puis à parois

épaisses et pigmentées. L'�ensemble so transforme progresslvement en

un microsclérote.

Ainsi, pour les pr€miers auteurs le bourgeonnement précède

|,épaississement et la pigmentation. Pour les seconds, c'est I'inverse
qoi *" produit: les cellules qui bourgeonnent ont déjà des parois

épaisses et pigrnentées. ScrnqlruoRsr (1965) a remarqué que dans

des cultures âgées de 8 semaines les microsclérotes continuent à

former de nouvelles cellules. Ceci montre bien que la pigmentation et

|'épaississement ne constituent pas l'étape finale, contrairement à la

deicription donnée par Islec & BRANDT (loc. cit.). Nos propres obser-

vationi confirment cel.es de Basu, VIt;oLlRoUx & Casrnrr,AlN (/oc.

cit.).

D - Conclusions

Le développement des thalles à partir de spores provenant de

souches de verticiltium sp. isolées sur Tomate au Maroc est résumé

dahs une série de schémas (Ftc. 1).

Le spore germe par un ou plusieurs filaments germinatifs (Ftc.

I, A) et donne naissance rapidement à un tlalle de forme circulaire
qui s'accroît, en diamètre, de 4 mm par jo-ur en' moyenne dans nos

Jonditions expérimentales. Deux types d'éléments reproducteurs vont

se différenciei sur la culture. Très rapidement, en moins de 48 heu-

r,es r(Frc. I, B) apparaisseht au centre- des conidiophores dressés,

d'abord nus, puis portant des verticilles de phialides (Ftc. I, C). Des

conidies naissent à leurs extrémités et rcstent groupées dans les sphé-

rules. ces conidiophores d'abord localisés au niveau de I'implant
vont envahir lentement la culture.

[.es microsclérot'es se différencient plus tard, 6 à 7 jours après
I'ensemencement, sur un anneau distant de I'implant de 2 ù 2,5 tnm

et 4 à 5 mm en arrière du front de la culturc (Fta. I, D).

Ils finissent par se développer sur la totalité du thalle lorsque
celui-ci a complètement envahi le récipient de culture (FIc. I, E

er F).

En définitive, les Verticilliutn isolés sur Tomate au Maroc sotrt
proches, pax la forrration des microsclérotes et le développement de
la culture, du Verticillium dêr;'it par Vrcounoux & CasrBtulrN
(1e6e).



Frcunr 1

Développement du thalle de Verticill ium sp.

c

Filament résultant de la germination
après 24 h.

Apparition des conidiophores (48 h)

Ramification des conidioPhores
verticilles (4 jours)

Apparition des microsclérotes
(6 à 7 jours)

Culture près du bord de la boîte
de Pétri

Culture âgée: toute la culture est
pigmentée et recouverte par endroits
de mycellum cotonneux aerteû

l i i i ! l



ces auteurs ont désigné leuf, verilcillium pat V. dahliae et con-

sidèrent que les microsclérotes permettent de distinguef ootte espèce

da V. alio-atrum. Mais I'espèce V. dahliae n'est pas considérée com-

me valable par tous les aut€urs. En particulier, les ,auteurs américains,

cités par M"ssrlnx & LAFoN (1.969), estiment qu'il n'existe qu'une

seule èspèce valable: v. albo-atrum. Il est donc nécessaire de faire

une mise au point bibliographique sur les espèces V' dahliae et

V, albo-atrunT avaît d,e clasier les souches isolées au Maroc dans

['une ou I'autre d'entre elles'

VERTICILLIT'M : IDENTIFICATION DES SOUCHES MAROCAINES 15

Données actuelles sur les espèces Verticill ium albo-atrum Reinke
Berthold et Verticill ium Dahliae Klebahn

il.
et

[ - psilçTiption du genre verticillium RntNKE & BËRrH}LD et des

espèces V. albo-atrum et V. dahliale

Le genre Verticillium RnINre & BERTHoLo appartient au grou-

pe des champignons Imparfaits, ordre des Moniliales, famille des

Moniliacées. Il est caractérisé par un mycélium d'abord hyalin puis noir

et par des hyphes fertiles, dressés, sombre et plus pâles. vers le haut,

poriant des rameaux verticillés, modérément cloisonnés et formant

àe manière continue à leur extrémité des conidies, oval'es ou oblon-

gues, hyalines à noires (Seccenoo, 1886). Les espèces qu'il comprend

!.orroqo"ot chez un très grand nombre de plantes des maladies vas-

culaires appelées < verticillioses >.

Le v. albo-atrum a été isolé en 1879 par RnrNre & BERTHoLD

à partir de Pommes d,e Terre malades. ce champignon différencie des

tryphes cloisonnées dont les p,arois cellulaires s'épaississent et noir-

"i**.ot; ces formations caractéristiqUes de I'espèce ont reçu le nom

d'hyphes enkystées. Des masses noires de taille et de forme varia-

bles'peuvent se former quand des hyphes enkystées voisines devien-

nent 
-contiguës, 

constituant ainsi < le mycélium résistant >, appelé

p a r R E w i n & B E R T H o L D < < D a u e r m y c é l i u m > o u < S k l e r o t i e n > .'Ces 
auteurs ont utilisé tantôt le terme de sclérote, tantôt celui de

mycélium résistant, pour dési'gner les structures de conservation du

v. atbo-aftum, Pout eux, le mycélium résistant peut être également

appelé << sclérote r, même si les cellules ne forment pas les larges

.ât.6 de tissu caractéristiques des stnrctures désignées généralement

sous l€ nom de sclérotes (RuootrH, 1931).

En 1913, KLEseIûr a isolé un champignon, voisin du précédeht,

sur des Dahlias malades. Cette nouvelle espèce nommée Verticillium

dqhlioe, est caractérisée par la formation de microsclérotes, structures



1 6 H. LAHLOU

gmnuleuses issues du bourgeonnement d'articles mycéliens, consti-
tués de cellules de grande tai:le, à peu près sphériques, à parois
épaisses et noires. Il a compaÉ le V. dahliae at V. albaatrum et
conclu que la première espèce produit des microsclérotes en grande
quantité et jamais d'hyphes enkystées, alors que la seconde ne forme
que des hyphes enkystées et jamais de microsclérotes.

Les différences essentielles entre ces deux types de structure
apparaissent dans la planclr,e V. Le microsclérote du V. Dahliae
(Ftc. 2 et 3, Pr. V) est formé de cellules globuleuses, provenant
de l'élargissement et du cloisonnement d'une hyphe puis de son
bourgeonnement en divers points. Après épaississement et mélanisa-
tion des parois, il se présente sous forme d'un organe granuleux
noir mesurant de 80 à 100p (VeN Dnn Mnnn, 1925). Les hyphes
enkystées dtt V. albo-atum sont formées à partir de filaments qui
s'élargisseht et dont les parois s'épaississent et se pigmentent. rl-e

cloisonne.ment et le bourgeonnement des cellules qui conduisent à
l'édification des microsclérotes ne se produisent pas lors de la for-
mation des hyphes enkystées.

RBINTe & BËRrHoLo (1879), qui ont utilisé le mot < sclérote >
pour désigner le ( mycélium dormant > dtt V. albo'atrutn, n'ont pas
précisé si le type qui forme de vrais microsclérotes (comme cerD( du
V. d.ahtiae), était inclus dans l'espèce V. albo'atrum. Une confusion
persiste toujours en oe qui concerne le type de cellules, auquel RrrNre

& BERTHoLD se sont référés ; elle est, en grande partie, à I'origine
des divergences r-.latives à la valeur taxonomique des microsclérotes,
et à la séparatioh des espèces v. albo-atrum et v. dnhliae (Scm*l-

rHoRsr, 1965).

Certains auteurs, dont Vlt.t Den MBsn (1925) et IsAAc (1967),
se sont aligrrés sur KLEBAHN qui distingue les deux espèces. D'au-
tres ,auteurs, comme Rrloot-pn (1931), Pnssrev (1941) et VeN DsN
ENor (1958), estiment que les detx Verticillium ne constituent qu'une

seule espèce qui doit être appelée V. albo-atruræ RsrNKs & BBRTH9LD,
du nom de ceux qui I'on découverte pour la première fois. Une mise
au point bibliographique, destin& à nous éclairer sur les :pguments
présèntés par les partisans de l'existence d'une ou de deux espèces

nous paraît donc utile'

B - V. albo-atrum et V. dahliae : Deux espèces distfurctes

Parmi les partisans des d,eux espæes' nombreux sont ceux qui

ont utilisé, outre l'aspect morphologique, des critères physiologiques
(InsL. IID.
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Pr*rcnn V

Différerrces essentielles entre les hyphes enkystées du V. albo-alrum
et les ieunes microsclérotes du V. dahliae

d'aorès VaN DEn Mssn (1925)

Les flèches permettent d'observer l'élargissement des
filament végétatif.
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larrBlu III
Comparaison des caractères morphologiques ei physiologiques

des espèces V. albo-atrum et V. dahliae

Critères V. dahliae V, albo-atrum ,duteurs

Aspect de la cul-
ture sur < C.orn-
meal > agar

Délai nécessaire
à la formation
des coniolophores
sur < Cherry >>
agar

Organes de résis-
tance

Taille des Coni-
dies

Effet de la tem-
pérature sur la
croissance en cul-
ture pure

Effet de la tem-
Érature sur I'ap
parition des symp
tômes

Effet d'un éclaire-
ment continu

Effet du PH oPti-
maJ, de formation
des orgates de
conservation

Mycélium aérien
forme une cotrche
fine.
Organes de résis-
tance apparaissent
tôt et recouvrent
toute 'la culture

Nombroux conidio-
phores après 5
jours de culture

Mycélium aérien
forme une couche
épaisse

Vlx Den MBsn
(r92s)

Pas ou peu de co
nidiophores après
5 jours de culture

V,rN Den Meen
(1e2s)

Croissance après Thalle de surface Thalle inexistant
5 jours de cultu- importante et pré- ou très petit Vlu Den Meer
re sur < Cftrerry > sence de mycélium (1925)
agar aérien

Microsclérotes pas
d'hyphes çnkystês

Pas de forme

4,7  x  2 ,31  p
3  à  6  x  1  à  3 p

Croissanc€ optima-
le à 24' diminue
entre 28 et 33'
mais n'est pas nul-
le à cette dernière
température

Hyphes enkystées
pas de microsclé-
rotes

de passage

5,46 x 2,66 p
4 ù 1 2 x 2 , 5 à 5 p

Choissance optima-
le ù 22" diminue
très fortement à
28o nulle à 30
et  33 '

Luornoo< (1932)
HBALE et IsAAc
(1965)
RErss (1969)

VeN Den, Meen
(re2s)
Swrtt (1965)

BBwr-EY (1922)
LUDBRooK (1932)
Mrssreet
et LAFoN (1965)
MÀRTrNsotd €t
ENGLAND (1967)
SKADow (1969)

Iselc (1967)

HBer.E, et Iseec
(1965)

HEALB et IsaAc
(r965)

Température optimale d'infection coin-
cide avec celle de la croissanca en Bs'trLnv (1922)
culture pure

Présence de
s1-rnrtrrtômes à 30P

Permet la forma-
tion des micro-
sclérotes

5,3 à, 7,2

Pas de symptG
mss au-de,là de
25" a 28"
Ne permet pas
la formation
d'hyphes enkystées

8 à 8 , 6

Effet de la nature Permet la forma- Ne permet pas
du milieu sur la tion des micro- la formation HBALB et IsAAc
formation des or- scléroteg d'hyphes enkystées (1965)
ganes de conserva-
tion
Faible cotcentra-
tion en C et N
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La différence essentielle entre les deux espèces réside dans
la nature des organes de résistance qu'elles édifient : hyphes enkystées
ou microsclérotes. L'absence de forme de passage entre elles mon-
tre que ce caractère a une bohne valeur taxonomiqtre.

Les d,eux espèc€s, cultivees sur un milieu identique, n'ont pas
le même aspect. Les thalles du V. dahliae croissent plus rapidement
que c€ux du V. olbo-etrum, leurs conidiophores se différenciont après
un délai plus court et l,eurs conidies sont moins lohgues.

La température et l'éclairement n'exercent pas le même effet
sur les cultures des deux espèoes : la température optimale de crois-
sance est plus forte pour le V. dahliae r(24") que pour le V. albo-
atrum (2A\ et cette dernière espèoe cesse de croître rapidement lors-
quo la température augmente (croissance nulle à 30" et 33o).

Par ailleurs, les organes de conservation ne réagissent pas de
la même façon aux conditions externes. Les microsclérotes du V'
dahliae apparaissent à des pH acides ou proches de la neutralité
(5,3 à 7,2) alors que tres hyphes enkystées se différencient à des pH
nettsment basiques (8 à 8,6). Les microsc!érotes peuvent se former
sur un milieu pauvre eh carbone et en azote alors que les hyphes

enkystées ne peuvent pas le faire.

D'autres auterus se sont basés sur des critèr'es génétiques et

biochimiques pour distinguer les deux espèces.

Chez les Verticillium sp., il est facile d'obtenir des hétérocaryons
à partfu de souch,es âuxotrophos haploidres (I{AsrrE, 1964). Ces
hétérocaryons très instables donnent haissance à des noyaux diploi-
des ou aneuploïdes et à des noyaux haploïdes prototrophes stables
obtenus après recombinaison mitotique. Lorsque les hétérrocâryons
dérivent d'une seule espèce, ils se dissocient eh dontant 4 Vo de
noyaux diplo\des, 7 Vo de noy,aux aneuploïdes et 89 % de noyaux
haploïdes. Lorsqu'ils sont formés par hybridation entre V. dahlîae
et V. albo-etrum, on obtient respectivement les valeurs 73 %, 27 Eo
et 0,2 Vo. H;isrtz (1973) interprète ces faits en disant que les haploi-
des formés dans le dernier cas ne sont pas viables, cat ayant un
génome déséquilibré, ce qui traduit I'absence d'homologie entre les
génomes haploïdes du V. albo-atrum et du V. dahliae. Ce résultat
est donc en faveur de I'existence de deux espèces distinctes.

HALL (1969), Mlrror et Coll. (1971.), Pnmrrrn et HALL (1.971),
WsrrNnv et al. (in Psc'c, 1974) ont séparé les protéines du
V. albo-atrum et dv V. dahliae par électrophorèse. Les différences
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observées entre les bandes de protéines des deux Verticillium sont
toujours beaucoup plus importantes que celles observées entre plu-
sieurs isolats au sein d'une même espèce. Pour les auteurs prêcê-
dents, cela justifie la distinction entre les deux espèÉes.

C - V. albo-atrum et V. dahliae: une seule espèce

Les auteurs qui sont pour le regroupement des deux formes
en une seule espèce,le V. albo-atrum, considèrent les souches ne
formant pas de microsclérotes comme des variétés < asclérotiques >
de cette espèce. Les différences morphologiques ne. constituent pas
pour €ux des critères taxonomiques valables; certains s'appuient pour
défendre leur thèse sur des critères génétiques ou de développe-
ment.

l .  L a  v a r i a b i l i t é  d e s  c a r a c t è r e s  m o r p h o l o g i -
q u e s  c h e z  l e s  e s p è b e s  d u  g e n r €  V e r t i c i l l i u m
e t  l e u r  v a l e u r  t a x o n o m i q u e

La morphologie d'un organisme peut changer en fonction de la
nature du milieu, de son pH, de son épaisseur, de l'aération, de la
température et de la lumière. Ainsi, le diamètre des filaments, la cou-
Ir'ur du mycélium et des conidiophores d'une souche donnée de Yerti-
cillium, de même qu€ le nombre de verticilles par conidiophore et
de ramifications par verticille sont modifiés par la nature chimique
du milieu r!'PRrstrY, 1941).

Le critère taille des conidies a fait aussi I'objet de certaines cri-
tiques. Cest ainsi que Prnr,rreR et Auss (1970) ont montré que
les dimensions d,es conidies du V. albo-atrum, du V. dah'liae et du
V. tnigreseætr varient beaucoup selon les milieux de culture, la tempé-
rature et l'âge des thatles. Des résultats de cette étude, il ressort
que le critère taille des conidies ne peut justifier à lui seul la forma-
tion de nouvelles espèces.

ScHfiorlNl et GonrENKo (1967) ont obtenu, par ailleurs, des
changemlnts morphologiques en utilisant différents composés azotés,
dont I'urée et la peptone sont les plus actifs. Ils ont remarqué que
tres composés ammoniacaux entraînent la formation d'oidies à la place
du mycélium normal et que les polysaccharides, le glumse et le galac-
tose. jouent un rôlc important dans la morphogénèse des microsclé-
rotes. )

Wrr,HsrM (1948) a précisé, en outre, qu'une différence de tem-
pérature de 3 à 6o C, dans une gamme allant de 10 à 31" C, peut
entraîner des changements dans I'aspect de la culture du V. albo-
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atrum et dans ses caractères morphologiques. Ainsi, à de basses tem-
pératures, l0 à 22" C, et pendant l'hiver, les microsclérotes sont nom-
breux. En revanche, à des hautes températures, 25 à 31o C, et durant
1'été, les thalles sont duveteux €t ne présentent guère que des microsclé-
rotes dispersés.

La morphogénèse des microsclérotes peut être influencée, égale-
ment. pai la lum!ère (BnnNnr, 1914 a et Kltsnn, 1,964). I'e bleu
inhibe, en effet, la formation des microsclérotes et augmente la pro-
duction des conidies. Exposés à la lumière bleue, verte ou blanche,
avec une alternance d'obscurité (12 h) et lumière (12 h), certains
isolats montr€nt une zonation des thalles.

Ces quelques indications bibliographiques mettent eh évidence la
nécessité de travailler d.ans des conditions identiques lorsqu'on veut
comparer deux espèces. RUDoLPH (1931) n'a pas manqué de faire
remarquer, à ce propos, qu,e la plupart des différences constatées entre
les espèces V. dahliae et V. albo-atrum sclnt dues au f,ait que les
auteurs n'oni pas travaillé dans les mêmes conditions.

Il n'en reste pas moins que, même dans des conditions de cul-
tures identiques, les deux espèces présentent uh certain nombre de
différences dans l,eur morphologie (VeN Drn Mrnn, 1,925). Le pro-
blème qui se pose en définitive conoerne la valeur taxonomique de
ces caractères morphologiques. Certains auteurs ont étudié la question
en employaht des techniques génétiques et morphogénétiques.

2 .  A r g u m e n t s  d ' o r d r e  m o r p h o g é n é t i q u e  e t  g é n é -
t i q u e  ' e n  f a v e u r  d e  l ' e x i s ( e n c e  d ' u n e  s e u l e
e s p è c e

Certains auteurs, dont Ruoorpn (1931), prc,c (1957) et
Sroruno (197I), ont observé que les cultures perdent, après plu-
sieurs repiquagps,. leur capacité de form,er des organes de conserva-
tion : mycélium de résistance ou microsclérotes. Les thalles sont cons-
titués essentiellement par un mycéllium blanc cotonheux, très faible-
ment pigmenté en noir par suite de la présence en faible quantité
de microsclérotes ou d'hyphes enkystées. Ces organes de conservation
peuvent, d'ailleurs, réapparaître chez certaines souches par suite de
I'ensemencement du mycélium hyalin sur PDA (1957).

A partir d'une souche d'origine monosporée du V. albo-atrum,
PnEsrsv (1941) a obtenu des thalles por'ant plusieurs types de sec-
teurs, I-es semis prélevés dans çes secteur$ oht donné naissance à
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des cultures d'aspect variable, pigmentées en noir ou blanches, avec
un mycélium cotonn€ux abondant ou, au contraire, très rare. Les
variations dans la pigmentation des cultures sont dues à la quantité,
à la taille et à la nature des organes de conservation (hyphes enkys-
tées ou microsclérotes). Ainsi, à partir de matériel génétiquement pur'
peuvent apparaltre chez les souches dt V. albo-stram des variations
auto-entretenues qui se traduisent par la formation de microsclérotes
dans certaines lignées, d'hyphes enkystées dans d'autres.

il,es observations faites par VIN DEN ENDE (1958) vont égale-
ment dans le même sens. En effet, uh Verticillium qui forme un
mycélium de résistance à base d'hyphes enkystées (Dauermycélium)

en début de cultur,e peut former des microsclérotes après plusieurs
r€piquages successifs.

BuNor (1964 b) â" obtenu trois type-s différents de thalles
r(< Halo >, << BWP > et < Slimy >) à partir de semis mycéliens
prélevés dans une culture d'origine monosporée, cultivés dahs les
conditions suivantes :

- type < Halo > (marge légèrement pigmentée) : grand réci-
pient de culture (boîte de Roux), nombreux thalles en pré-
sence.

- type < BWP > (btack with white patch: mycélium aérien blanc
au centre d'une culture pigmentée) : un seul thall'e dans un
tube de milieu incliné.

- type < Stimy > (visqueux) : un seul thalle dans un petit
récipient de culture.

Ces observations ont cohduit I'auteur à considérer que I'asp€ct
des thalles du V. albo-atrum, type à microsclérotes, est très variable
même lorsque les conditions externes et le substrat sont l,es mêmes.
Selon lui. c-.tte variabilité serait liée à la "on"sn11ntion plus ou m'oins
forte d'une substahce diffusible produite par le champi'gnon.

Il est parfaitement clair qu'une souche d'origine monosporée peut

donner naissance à des clones formant indifféremment soit d,es hyphes

enkvstées. soit des microsclérotes. Des variations morphologiques très

nombreuses se manifestent égalem,ent parmi la descendance. D'après
TorusoFr' (1972), I'obtention des << vari,ants > est plus fréquente
quand les cultures filles sont faites à partir de microsclérotes que

lorsgu',elles provienhent de conidies. Cet auteur pense, sans en ap-
porter une démonstration rigoureuse, que les variations observées dé-
pendent du fonctionnement des gènes, le génome des individUs obSer-

vés étant toujours le même.
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Fonovcr et GnnsN (1964) ont apporté des arguments généti-

ques en faveur du regroupement du V' albo-atrum et du V' dahliae

à un" seule espèce. ces auteurs ont réalisé des hétérocaryons à

partir de souchei marqué,es simultanément par une déficisnce nutri-

tive et par un caractèie morphologlque, la nature des organes de

résistance (hyphes enkystées 
^chez -v 

. albo-atrum et microsclérotes

chez v. dahliâQ. ces hétérocaryons instables donnent naissance à des

àipùia"t protoirophes qui formenl- r(à une exception près sur 100

thartes tesiés; des micÀsclérotes. La nature diploïde da ces indi-

v i d u s e s t c o n f i r m é e p a r l e u r d i s s o c i a t i o n e n h a p l o ï d e d o n t l e s c a r a c -
tér;stiques ne peuYent résulter que de recombinaisons mitotiques'

C e s e x p é r i e n c e s m o n t l e n t e n d é f i n i t i v e q u ' u n e c e l l u l e p o s s é d a n t
dans son géno*. les potentialités < microsclérote > et < hyphe

en-kystée >, ne manifestô qu,; le caractère < microsclérote >>. I1 y a

en guelque sorte une < dominance > du caractère < microscléro*e >

sur le caractère < hvphe enkvstée >, 9ui, en l 'absence d'analyse

uénétiqu,e rigourettse, ne peut être assimilée sans risque à la domi-

nance d'un allèle sur un autre'

D - Conclusions

L'étude bibliographique que nous venons de faire n'apporte

apparemment pu, à" gtunat lumière.sur le problème de I 'existence

dirrn" oo deui espècei. A propos de chaque critère taxonomique,

qu'il soit morphol,ogique, physiologique ou génétique, existent des

urgorn.nr, poui et du*- uog.r..ttts contre la séparation en deux espè-

."i. Norrt u"trônt plus tard. à 1a fin du paragraphe lll, coÛtment on

peut interpréter ces contradictions apparentes'

Mais auparavant et dans l'espoir d'apporter de nouveaux élé-

ments de réponse, nous allons comparer le verticillium isolé au

Maroc aux deux souches d: référence appartenant aux espèces Z.

albo-atrum et V. dahliae.

i l t .  Etude comparat ive des ver t ic i l l ium iso lées sur  lomate au Maroc

et de 2 souches de référence appartenani aux espèces V' Albo-

Atrum et  V.  dahl iae

Les différences morphologiques qui existe'nt entre le v. albo-

atrum et le V. dahliae sont parfois dues à l'utilisation de milieux de

culture diflérents (Runonn, 1931). Cette constatation laite égale-

ment par PErrerrER et AUBE (1970) nous a incité à utiliser des

milieui identiques lors d,e la comparaison du Verticilium sp. isolé
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au Maroc, aux deux attres Verticillium, quant à I'aspect de la cul-
ture, la vitesse de croissance, la formation des organes de conserva-
tion, et enfin, la taille des conidies.

A - Les milieux utilisés

Nous avons retenu pour cette étude deux milieux naturels, I'un
au bouillon d,e Pomme de Terre (PSA) et l'autre à base d'avoine.
Les autres milieux sont le milieu < S > de MesstenN et LAFoN (1965)
et le milieu < M > de M.lrc^l et collaborateurs (1966).

1 .  M i l i e u  P S A

Pomme de terre 2OO g
Saccharose 2O g
Gélose 2O e
Eau qsp 1 000 ml

Les pommes de terre sont lavées, pelées et coupées, puis mises
à cuire dans de I'eau pendant 20 mn. Dans le bouillon filtré et
refroidi, on ajoute le saccharose et la gélose, le volume est enfin
ramené à 1 000 ml. avec de l'eau distillée.

2 .  M i l i e u  <  S  >  d e  M B S S T A E N

(NOg)z Ca, I g
NO3K O,25 g
SOaMg 0,25 g
PO4KH2 0,125 g
PO4K2H 0,125 g
Extrait de Malt 1 g
Acid,e citrique 0,05 g
Saccharose 5 g
Gélose 25 g
Eau qsp 1 000 ml.

3 .  M i l i e u  <  A v q i n e  >

Flocons d'Avoine 30 g
Agar 15 g
Eau qsp 1 000 ml

4 .  M i l i e u  <  M  >

Saccharose
NH4NO3
MgSOn

23,72 g
2,4 g
o'5 g
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FeCIa,6H:O 1,45 mg
ZnSO+,7H1O 0,88 mg
MnSOn,4H:O 0,44 mg
K2HPO4 lr,612 g
KH2PO1 18,146 g
Gélose 2t e
Eau qsp 1 000 ml'

B - Aspects culturaux

1 .  C o m p a r a i s o h  d e s  t r o i s  s o u c h e s  s u r  l e  m i l i e u
PSA

L'exam€n des photographies de la planche VI montre que la
croissance est régulière dans toutes les dir'ections à partir du semis
et que les thalles ont tous une forme circulaire régulière. Les diffé-
renc€s entre l,:s trois souches apparaissent essentiellement au niveau
de la pigmentation et de l'abondance du mycélium aérien dressé.

Les cultures d,e la souche IF ont un système aérien dressé très
dispersé sauf au niveau de I'implant où une houppe blanche apparaît
au centre du thalle; le mycélium est fortement pigmenté excepté dans
la marge en croissance qui se présente sous forme d'un anneau blanc
de 4 à 5 mm de large (Pr. VI A). Les cultures du V. dahliae
observées sur le fond des boîtes d,e Pétri (PL. VI B) ont le même
aspect que les précédentes, mais il faut noter que la marge blanche
dépourwe de microsclérotes est plus large. La pigm,entation hoire
n'apparaît pas quand on regarde le thalle par-dessus, car la culture
est re,oouverte d'un mycélium aérten duveteux blanc très abon-
dant.

Le V. albo-atrum a un mycélium ras non cotonheux plus ou
moins plissé au c.entre (PL. VI A). De petites toufies blanches de
mycélium aérien dressé peuvent apparaître, mais en quantité peu im-
portante. Les organes d,e conservation colorent légèrement la zone
centrale des cultures (Pr. VI B), mais cette pigmentation n'atteint
jamais la couleur noire due aux microsclérotes, observée chez les
deux autres souches.

En conclusion, nous pouvons relever que chacuh des 3 Verticil-
Iium montre., en culture pure sur milieu PSA, un aspect qui lui est
propre. Toutefois, si nous observons le revers des cultures, nous
constatons que la souche IF se rapproche da V. dahliae dont la
pigmentation est importante. En revanche, le revers des cultures de
ces deux souches diffère complètement de celui du V. albo-atrum do.t
la pigmentation est tfès faiblç,
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2 .  Y a r i a t i o n s  d e  I ' a s p e c t  d e s  t h a l l e s : e n  f o n c -

t i o n  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e

D e s v a r i a t i o n s c u l t u r a l e s s o n t o b s e r v é e s s u r t r o i s m i l i e u x d i f .
férents.

Sur milieux PSA, < Avoine > et < S >, le mycélium de la

souche IF devient, respectivement, de plus en plus cotonn'errx et la

surface recouverte de microsclérotes de moins en moins étendue. Pour

leV.dah l iac , lemycé l iumengendrées t tou ioursco tonneuxet tou f fu '
mais la densité des microsclér;tes varie beaucoup. Qufnt au V. albo-

ài,t**, il forme plus de mycélium aérien et moins de structures dre

résistance sur milieu < S > gue sur les deux autr€s'

3 .  C o n c l u s i o n s

Lesobservat iongprécédet l tesmontrentclairementquelanature
du milieu modifie fuip."t des cultures' Néanmoins, -le V' dahliae

*rU", quel que soit le substrat, uh aspect différent des deux autres

ioo"t "r r son mycélium aérien dressé d;allure cotonneuse est toujours

très abondant.

Par ailleurs, les cultures d,e IF et dt v. dahliae, observées par-

dessous montrent, au moins sur les deux milieux naturels utilisés

PSA et Avoine, une pigmentation noire due à la présence de micros-

clérotes. Ce caractèrà rapproche IF du Y' dahliae et sépare ces

deux souches du Z. albo-atrum'

Notons enfin que, chez la souche IF, la densité des microsclé-

rotes est plus forte, et le mycélium aérien moins abondant que chez

b V. dohlUe. Ce rapprochement recoupe une observatioh de BAsu

(1961) selon laquelle les cultures qui ont beaucoup de mycélium

aérien édifient moins de microsclérotes et réciproquement.

Lëgende :

1. Souche IF isolée au Maroc

3. T. alboatram

2. Y. dahliae ..

R. Revers

Ar. Culturss âgées de l0 jours Àr. Cultures âge'es de 20 jours

B. Revers des cultures âgées de 10 jours (cliché pris lorsque l-es boîtcs

de Pétri sont retourn'ées). A remarquer, au rcver! des culturts, la
surface pigmentéc et la malge sans microsclérotes dc la souche IF ct
du V. dahltæ. I
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C - La vitesse de croissance

Pour chacune des trois souches, 12 boîtes de Pétri contenant
du milieu PSA sont ensemencées avec des implants de même taille.
La croissance est mesurée 6, 12 et 18 jours après le repiquage
r(Tmr.. IV).

Les courbes de la figure 2 montrent que le V. dahliae croit plus
vite que la souche IF et que cette dernière à son tour croît plus rapi-
dement quê le V. albo-atrum.

Les différences ehregistrées entre le V. d.ahliae et la. souche IF
(test de Sruorwr) ne sont significatives pour aucune des trois me-
sures : en revanche, si I'on excepte la première mesure, les diffé-
rences sont significatives entre le V. ddrliae et V. albo-atrum d'vîe
part, la souche IF et le V. albo-atrulz d'autre part.

FrcunB 2

Croissance de la souche lF, du V. dahliae et du V. alboatrr.rnr
sur mi l ieu PSA.
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Des résultats sembLables ont été obtenus sur les milieux Avoine
et << S >> ; ils concordent avec ceux de Ven Drn MBnn (1925). En
ce qui concerne la croissance, on peut donc conclurs que la souche
marocaine IF se rapproche du V. dahliqe et que ces deux isolats
croissent plus rapidement que le V. albo-qtrum.

D - La lormation des organes de coruervation

I-a formation des microsclérotes chez la souche IF que nous
avons dé.jà décrite au paragraphe I (p. 6) se dérouie de la même
manière que chez le V. dahliae. La seule différence qui existe entre
le V. dahliae et IF porte sur la rapidité de la formation de ces
organes. En effet, ils apparaissent pLus tôt (6 à 7 jours après repi-
quage au lieu de 7 à 9 jours), et ,en plus grande quantité chez IF
que chez le V. dahliae.

Le V. albo-atrum ne forme jamais de microsclérotes sur les
milieux étudiés. Des hyphes cloisonnées, à paroi épaisse et pigmentée,
sont observables dans la masse de la culture, après un délai dépas-
sant souvent une dizaine de jours. Ces hyphes, formant le mycélium
résistant, sont plus larges que les hyptr,es normales non enkystées ou
en voie de le devenir, et ne bourgeonnent à ,aucun moment (Pr. VII).
Les cultures dl V. albo-atrum se pigmentent plus tardivement que
celles des deux autres Verticilliunt et ne prennent jamais la colora-
tion noire sombre due à la présence des microsclérotes.

En ce qui concerne les organes de conservation on doit donc,
une fois de plus, rapprocher la souche, marocaine IF du V. dahliae
puisque toutes deux édifient des microsclérotes tandis que le V. albo-
atrum ne différencie que des hyphes enkystées.

BnaNlr et REEsE (1964) ont montré, au cours de leurs études
sur la morphogénèse chez le Verticillium qu'ano substance diffusible,
synthétisée par le champignon lui-même, est nécessaire à la forma-
tion des microsclérotes. L'absehce de ces organes ch,ez le V. albo-
atrum peut être interprétée, entre autres hypothèses, par son inca-
pacité de fabriquer l,e f,acteur morphogène diffusible. Autrement dit,
le V. albo-(rtrum (sovche asclérctique) confronté avec la souche IF
ou le V. dahliae (tous deux syntihétisant ce facteur) devrait former
des microsclérotes. Pour vérifier c€tte hypothèse, nous avons réalisé
I'expérience suivante en utilisant le milieu PSA:

La souche IF et le V. albo-atrum d'une part, le V. albo-atrum
et le V. dahliqe d'autre part, sont ensemencés simultanément sur une
même boîte de Pétri de 90 mm de diamètre. Pour chaque cas, les
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semis sont soit distants, soit proches l'un de l'autre. Dans lp premier
cas, ils sont déposés aux deux extrémités d'un diamètre de la bolte
cle Pétri, donc à une distance de 7 à 8 cm environ. Dans le deu-
xième cas, ils sont posés côte à côte. au centre de la boîte de Pétri.
Des témoins sont constitués par des cultures pures du Y. albo-atum,
de IF et du V. dahliae.

Cette expérience permet d'observer les résultats suivants (Pr,.
VIII) :

- si les implants sont éloignés, aucune modification n'appa-
raît dans la formation d,es organes de conservation et la pigmenta-
tion des cultures.

' - si les implants sont rapprochés, nous observons des microsclé-
rotes €t des hyphes enkystées en mélahge dans la zone de contact
de ÎF et du V. albo-atrum,'ceci peut s'expliquer de plusieurs ma-
nières dont la plus simple est d'admettre un emmêlement des deux
thalles.

En confrontation avec IF, le V. albo-atrum moître une plus
fort: pigmentation que lorsqu'il est seul ou en confrontation avec
le V. dahliae. L'exam€n microscopique permet d'observer, par ail-
leurs, une quantité d'hyphes enkystées plus grande que sur le té-
moin.

Ces observations montrent que s'il y a une substance diffusible,
elle est capable d'intervenir au niveau de la mélanisation sur le
V. albo-atrum, mais elle est incapable d'induire le bourgeonnem,ent
des cellules, phénomène nécessaire à la formation de vrais microsclé-
rotes.

E - La taille des conidies

Pour chaque Verticillium, nous avons mesuré la longueur et
la largeur de 150 spores en provenance de plusieurs cultures sur mi-
lieu PSA. Les résultats sont exprimés:: sods forme d'un tableau d'ef-
fectifs en fonction de la longueur et de la larçur des spores
(T.rsr. \|).

Légende :

1. V. albo-atrum - 2: IF - 3 :  I  |  2 éloignés - 4: I  f  2 rapprochés
5. V. dahliae - 6: I a 5 éloignés - 4: I a 5 rapprochés.
R. Revers des cultures.

Les cultures sont âgées de 20 jours. Les boîtes ont 90 mm de diamètre.
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Cul lures mix

PrmCgr VIII

V. albo-atrum et de Vert ic i l l ium
microscléroles
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Les conidies du V. albo-atrum qui mesurent en moyenne 5,2I x
2,37 u sont plus grandes que celles du V. dahliae (4,68 x l,9l p);
ces résultats sont analogues à ceux obtenus par VIN DER MEER (1925)
et SMIrH (1965). Les conidies de IF, qui mesurent €n moyenne 4,68 x
2,71 u, sont de longueur égale à celle du V. dahliae et de largeur
intermédiaire entre celle des deux espèces V. dahliae et V. albo-
atrum.

En conclusion, si nous prenions la longueur des spores comme
cri'ère de distinction systématique, nous serions amenés à classer IF
dans I'espèce V. dahliae. Nous pouirions également en faire uhe
espèce à part, compte-t3nu du fait que sa lar'geur est différente,
d'une façon significative, de celle des deux attres Verticillium.

Nous avons slgnalé précédemment que PslrrrrBn et AUBE (1970)
ont montré que les dimensions des conidies varient en fonction des
conditions de milieu. Afin de mettre en évidence I'amplitud,e de cette
variabilité. nous avons procédé à des mesures de longueur et de
largeur de conidies provenant de cultures réalisées sur milieu PSA
ou milieu <. M > dans lesquels nous avons fait varier les propor-
tions de saccharose et bouillon de pomme de terre pour le premier,
de saccharose et de nitrate d'ammonium pour le second.

Les résultats obtenus (Tlsr. Vf) indiquent que les spores sont
plus longues sur milieu synthétique << M )> r(5,61 ,,,) que sur milieu
naturel PSA (4,67 p), mais qu'elles ont la même largeur sur les deux
substrats. Quand on change la concentration des substances azotées
et carbonnées, la largeur des spores est toujours plus grande en pré-
sence de fortes concentrations eh saccharose (Ilnr. VI). La lon-
gueur subit aussi des vari,ations, mais proportionnellement moins im-
port-ntes. Par ailleurs. le rapport C/N, dont les différentes valeurs
sont reportées dans le tableau VI, semble ihfluencer les dimensions
des spores et notamment la l,arseur. En effet' celle-ci devient plus
importante et passe de 2,71 à 2,70,,, quand le rapport C/N est élevé
(59) et diminue de 2,'l ' l à 2,04 r quand il est bas (2,4).

Ces constatations recoupent oelles faites par Perrrrtnn €t AUBE
(1970) qui ont observé des variations considérables dans la lon-
gueur des spores de chaquo espèce, quand ils passent d'un milieu
à un autre. En plus, ces auteurs ont r3marqué que le milieu de
culture affecte beaucoup plus la largeur des conidies que leur lon-
gueur. Nos résultats montrent en outre que les variations obtenues
sont plus importantes sur le milieu naturel PSA que sur l9 milieu
synthétique M,
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Tasrrlu VI

lnfluence des concenlralions en saccharose et bouil lon de
pomme de terre (milieu PSA) et du rapport C/N (milieu ., M ,r)

sur  la  ta i l le  des conid ies de lF

Milieu PSA Milieu M

Longueur Longueur
oll Concentration. Moyenne 

----;;--^ 
Concentrations Moyenne

largeur en & largeur et rapport C/N en P

Longueur

S P 4,67 Longueur C N (11,8) 5,61

5 S P  4 , 8 1  5 C N  ( 5 9 )  5 , 2 8

s  c N
- P 5,08 (2,4) 5,r4

P  C N
s - 4,81 (23,9) 5,34

)

S P
4'95

5

2

C N
(1 1,8)  5,01

5

Largeur

S P 2 , l l  Largeur  C N (11 ,8)  2 ,11

5 S,P 2,31 5 C N (59) 2,7O

S P  C N
2,24 (2,4) 2,O4

s  o N
-  P 2,28 (23,9)  2, r l

S P  C N
2,3r (11,8) 2,rr

- Les lettr'es C et S indiquent le saccharose, N le NH4NOB et P le bouillon
de pomme de terre.

- Les chiffres indiquent les concentrations ou dilutions des différçntes subs-
lanççË,
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En conclusion, nous pouvons donc dire que:

- La souche IF se rapproche plus du V. dahliae que du I/.
albo-atrum. Sur milieu PSA, les spores da V. dahliae et de la sou-
che IF ont en effet la même longueur.

- Les dimensions d,es spores varient en fohction des conditions
de milieu. Par exemple. la longueur des spores de la souche IF est
de 4,67 p sur milieu PSA, de 5,61 p sur milieu << M > (Tesr. VI).
Supposons alors que nous comparons les spores de la souche IF
cultivée sur milieu M et celles du V. albo-atrum cultivé sur milieu
PSA : les mesures (Tlnr. V et VI) de longueur nous amèneront à
conclure que les spores de la souche IF sont plus longues que celles du
V. albo-atrum (5,61 u et5,2lp) et du V. dahliae (5,61 r et 4,68p).
Cette conclusion est différente de celle obtenue lorsque les mesures
sont faites sur un même substrat (milieu PSA : Z. albo-atrum 5.21 p -
TF et V. dahliae 4,68 p). Il ressort de toute évidence que les critères
morphologiques, tels que la taille des spores, doivent être définis
dans des conditions identiques et que cet impératif doit être respecté
si l'on veut que ces caractères aieht une valeur taxonomique.

F - Conclusions

1 .  N a t u r e  d e  1 a  s o u c h e  m a r o c a i n e

La comparaison. basée sur l'étude de quatre caractères, que nous
venons de faire permet de rapprocher le Verticillium sp., isolé sur
tomate au Maroc, beaucoup plus du V. dahliae que du V. albo-atrum.
En effet, la souche IF et le V. dahliae ont un revers de culture
pigmenté en noir, une même vitesse de croissance, des spores de
longueur identique, et édifient les mêmes organes de conservation,
les microsclérotes. Si donc il existe deux espèces V. dqhliae et V. albo-
atrum, lo Verticillium marocain responsable de la maladie du fil
de la tomate est un V. dahliae.'qu'en est-il alors de la différehce
entre les deux espèces ?

2 .  C o n s i d é r a t i o n s  s u r  l e  V .
a l b o - a t r u n n

Nous avons déjà signalé à la fin

d a h l i a e  e t  l e  V .

de l'étude bibllographique
(paragraphe II) qu'il est difficile de prendre position sur le problème de
la validité des deux espèces. Rappelons, en effet, que selon les
auteurs, les caractères utilisés ont une bonne valeur taxonomique ou
n'on ont aucune,
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A notre avis, pour comprendre I'ensemble des résultats obtenus
et pour expliquer en même temps les contradictions apparentes, il
faut ,admettre qu-' I'on a affaire à une seule espèce de VerticilUum
en train d'évolu,er à l'heure actuelle et dont les individus peuvent
théoriquement appartenir à tous les intermédiaires possibl:s entre les
individus les plus différents. Les auteurs ont tous travaillé avec deux
souches qui, le hasard aidant, peuvent être ou très proches ou' au
contrair:, très différentes. Cette explication n'est bien sûr qu'une
hypothèse; elle présente cependant l'avantage de pouvoir être testée
expérimentalement en étudiant un échantillon aussi vaste et aussi
divers que possible de la population de Verticillium'

En attendant que de nouvelles données soient apportées, nous
considèrerons les Z. dahtiae et V. albo-atrum comme uhe seule espèce
que nous dénommerons Verûcillium albo-atruræ RrrXrB et BERTHOLD
pour respecter la règle d'antériorité.
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DEI.IXIEME PARTIE

INFIUENCE DU pH ET DE LA NUTRITION AZOTEE
ET CARBONEE SUR LA CROISSANCE

ET sUR tA FORMATION DES ORGANES DE RESISTANCE

Les microsclérotes du Verticillium soît formés de deux sortes de

cellules (paragraphe I, p. 6), les unes hyal'nes à paroi -mince, les au-

tres à pàroi ?pâisse ef mélanisée. Ces dernières sont les plus nom-

breuses; oh leur a attribué divers rôles r(ScHNlrnonsr, 1965) : de

protection, de réserve, de résistance. L'étude de I'ultrastructure des

microsclérotes (NepexlvuKAREN, 1962, BnowN et WYLLIE, l97O) a

montré que les cellules mélanisées contiennent des lipides, des hydrate5

de carbone, des mitochondries, des ribosomes et d'autres inclusions; elles

possèdent âonc tous les organites 'nécessaires à la germination. Tou-

iefois, il semble que les diux types de cellules (hyalines et méla-

niséei jouent un iôt. au moment de la germination (Isuc et MAc

Genvlr, 1962).

Dans un sol ne portant pas de plahte sensible au parasite' la

présence des autres micro-organismes empêche la germination des

microsclérotes. cette fongistase peut persister pendant 14 ans sans

que la vitalité des microsclérotes soit altéree (wrr,nrr,u, 1955). Lors-

qo,ott" plante sensible est cultivée, des substances libérées par ses

àcines entraînent des changements dans la rhizosphère et stimulent

la germination des microsclérotes (ScHnrBER et GnrrN, 1963). n-e

tuUË germinatif ou les conidies vont infecter la plante hôte en péné-

trant par les blessures de la racine.

cet aperçu bibliographique montre I'importance des microsclé-

rotes dans 1e cycle rlaturel du parasite. Etant donné le mode d'infec-

tion des plahtes hôtes, il faut s'attendre à des attaques d'autant plus

graves que le sol est plus fortement infesté par des microscléro-

ies. C'est ce que I'on observe quand on fait des cultures de tomate

plusieurs fois iur le. même terrain : les dégâts de plus en plus im-

portants sont à l'origine de l'abandon des parcelles. trop.contamihées.

i\r[,c.*tt*.o* (1963), travaillant avec un autre organisme à sclérote, le

Rhizoctonia solani, a montré par ailleurs que le potentiel d'inoculum

fait intervenir, en partie, la quantité d'organes de conservation pré-

sents dans le sol. Des expériences effçctuées avec le Yerticillîum orû
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prouvé que le potentiel d'inoculum diminue avec I'utilisation d'amen-
dements riches en azote r(Wr-neru, 1951). De même la gravité de la
maladie varie avec le pH du sol : elle diminue lorsqu'il est compils
entre 4,2 et 4,8, s'accentue au contraire quand il passe de 4,6 à 6,2
(WrtHerM, 1950).

Les f,acteurs précédents peuvent intervenir, entre autres hypothè-
ses, au niveau de la formation des microsclérotes. Cest la raison pour
laquelle nous avont étudié f influence du pH et celle de la nutrition
carbonée et azotée sur la croissance et sur la formation des orsanes
de conservation des souches de Verticillium.

I. - Influence du pH sur la croissance et sur la formation des
organes de ccnservalion

Le pH peut intervenir en même temps sur la croissance des thal-
les et sur l'édification des microsclérotes. Bien gue ces deux aspects
aient été étudiés au cours d'une même expérience, nous les expose-
rons séparément pour plus de clafié et nous comparerons les deux
effets du pH dans la conclusion du paragr,aphe. Nous envisagerons éga-
lement de quelle mahière le pH intervient dans la morphogénèse des
thalles du V. dahliae et du V. albo-atrum.

A - Techniqwe

Le milieu de base retenu pour étudier I'influence du pH est le
milieu < M >> utilisé par M,qrcl et collaborateurs (1966), qui ont
montré qu'une concentration en phosphate de Ol90 M donne au
milieu uh pouvoir tampon convenable, sans pour autant modifier la
croissance de façon notable. En conséquence, la gamme de pH uti-
lisée au cours de nos expériences a été obtenue à partir d'un mélange
de phosphate mono et bipotassique, tous deux à 0,190 M. Læs me-
sures de pH faites, avant et après autoclavage, montr€nt que le pH
varie très peu au cours de la stérilisation.

Des expériences préliminaires sur le !H ont permis de cons-
tater que la croissance est nulle à pH 3,2, qu'elle démarre lente-
ment et s'arrête définitivement au bout de quelques jours à un pH
voisih de 4,3. La gamme de pH utilisée a donc comme limite infé-
rieure 4,6; la limite supérieure de 7,2 n'a pu être dépassée avec les
mélanges tampons employés. En effiet, des précipités blancs apparais-
sent dès que nous dépassons le pH 7,3. Certains auteurs tels que
Hnlrs et Iselc (1965) ont pu arriver jusqu'à pH 8,6.

Les souches utilisées IV A et IF proviennent de deux régions
différentçs du Maroç, IV A du Sud d'Agadir et IF dç Mansouriah,
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Pour éviter le brunissement du milieu < M >, nous avons stâ
rilisé dans des tubes à part le saccharose et la gélose. Læ mélange
des contenus des différents tubes, qui constituen 2O ml de milieu
c M > est réalisé à chaud, après autoclavage dans des tubes de
22 cm d,e long. Ces derniers, stérilisés auparavaht avec un double
bouchon €n coton, vont être refroidis à l'horizontale de manière à
obtenir une épaisseur constante de substrat (Vrcounrtx et CASTEL-
IAIN, 1969). Le netrait du second bouchon intervient au moment du
repiquaç. Ces tubes, au nombre de 11 par pH sont, ensuite, ense-
mencés avec des cylindres de culture de 0,6 mm dre diamètre et de
5 mm de haut, pris dans un anneau de microsclérotes situé à 22 mm
du semis d'une culture noire sur milieu PSA, âgée de 39 jours.

La température d'incubation, voisine de 25" C, est située dans
lâ zone dc croissance optimale da Verticillium MALcÀ et ColI.,
1966 - Vrcoursux Êt CAsrELLanr, 1969).

B - Influence du pH sur la croissance des sotrches mltrocarws

La croissance linéaire est mesurée, d'abord, chaque jour, pen-
dant deux semaines, ensuite, tous les deux jours jusqu'au moment
où la culture envahit tout le milieu gélosé.

1 .  C r o i s s a n c e  e n  f o n c t i o n  d u  t e m p s  à  d i f f é r e n t s
pH

Dans les figures 3 et 4, il est possible d'observer, pour chaque
souche, deux types de courbes d'allunes très différentes. ,I-e premier
type apparait aux pH 4,6 et 5,2 : la croissance démarre rapidement,
ralentit et cesse alors qu'une petite partire seulement du milieu est
envahie par la culture. Dans le second typ€, aux pH 5,7 - 6,2 et 7,2,
la croissahce se poursuit à vitesse variabtre 5elon le pH jusqu'à I'en-
vahissement total du milieu gélosé. Les variutions précédentes ont été
précisées en calculant la vitesse de croissinoe journalière moyenne
en fonction du temps (Ien. VII et VII!. Cette vitessc est maxi-
male wrs le 7" jour, à tous les pH et pour les deux souches sauf
à pH 7,2 pour IVA (maximum atteint vers le ltr jour). Au-delà
de cette période, elle décroît rapidement à pH 4,6, un peu plus len-
tement à pH 5,2 et tend progressivement vers zéro. En revanche,
aux autres p[I, Ia vitesse diminue légèrement après le 7u jour, mais
reste relativement constante pendant plusieurs semaines avânt de
décroltre petit à petit lorsque le milieu est presque entièrement envahi

Par la culture,
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2 .  C r o i s s a n c e  e n  f  o n c t i o n  d u  p H

Nous venons de voir que la vitesse de croissance varie avec le
temps et peut rester constante, pendant plusie'urs semaines au moins,
à certains pH. Il est donc nécessaire, pour bien apprécier la crois-
sance en fonction du pH de tenir compte de fâge de la culture.
C'est pourquoi nous avons pris eh considération, pour tracer les
courbes de croissance en fonction du pH, trois âges différents, 7
jours, 16 jours et 26 jours (fig. 5 et 6).

Pour les culhrr€s âgées de 7 jours, la croissance est maximale
à pH 6,2 pour la souche M, à pH 5,7 pour la souche IF. Les
résultats concernant les thalles âgés de 16 et 26 jours sont homo-
gènes pour les deux souches. La croissance est maximale à pH 5'7.
Elle dimihue rapidement quand le pH devient plus acide ; elle s'abaisse
également, mais plus lentement quand le pH augmente.

Tous ces résultats ont été interprétés statistiquement Par le test
( t ) de Sruonxr. Les différences de croissanoe enregistrées aux
pH 4,6 - 5,2 et 5,7 sont si,gnificatives quel que soit l'âge du thalle.
En revahche, les différences entre les croissanæs à pH 5,7 et 6,2
ne sont significatives que pour des thalles âgés de plus de 23 jours.

Quant à la diftérence qui existe entre les moyennes correspondant aux
pH 6,2 et 7,2 elle est si'gnificative pour les cultures de IF âgées de
26 et 38 jours et ne l'est, à aucun moment, pour la souche ry A.

3 .  C o m p a r a i s o n  d e s  d e u x  s o u c h e s  m a r o c a i n e s

Le test ( t > ne révèle aucune différence significative entre
la croissance des deux souches aux pH 4,6 - 5,2 - 5,7 et 6,2 sauf
pour les deux derniers pH et seulement quand, les thalles sont âgés
de plus de 29 iouts. Ces résultats apparaissent clairement quand
on compare l,gs mesures portées dans les tableaux VII et VIII. A
pH 7,2, la croissance de IV A est plus importante que celle de IF et
la différence est significative après quelques jours de croissance.

En définitiv'e, cette comparaison permet de conclure que les dif-
férences qui existent ehtre les deux souches marocaines sont peu
importantes.

4 .  C o n c l u s i o n s

Des différents résultats obtenus précédemment, nous retiÊndrons
que le pH qptimum pour la croissance se situe entre 5,7 et 6,2|
A pH acidre, la croissance diminue très rapidement, essentiellement
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Tenrslu VII

lnfluence du pH sur la vitesse de croissance de la souche lv A

AgB de la culture (jours)

pH
352623l 6l 0

0

0,1

2,0

2,0

) <

t 5

2,9

3 ,0

2,0

4,6

< ,

6,2

7 7

t,2

t ,6

1,9

2,0

1,8

t ,6

1,9
, 5

) 1

, )

0,6

0,9

) <
, , )

) 1

0,16 0,06 0,03

0,6 0,4 0,4

2,6 2,7 2,5

2,3 2,0 2,0

2,3 2,1 2,0

lnf  luence du pH sur

TÆrelu VIII

la vitesse de croissance de la souche lF

Age de la culture Ciours)
pH

352926z )t 61 0

4,6
< t

) , t

6,2
,1 J

1,0

1 ,3

1 J

1 ,8

1.6

1,7

t,7

, 5

, 5

2,0

o,5

0,8

z , )

, )

2,O

0,1

0,5

) 6

) 1

1"8

o
o,2
) 4

2,0

t ,6

o
0,01

) o

1 , 9

1 , 4

216

) <

3,0

1 6 ,

2 ,1

0

0,4

) 5

1,9

1 ,8

La vitesse exprimée en mm par jour, est calculée sur les 4 premiers jours,

puis entre 4 et 7 jours, entre 7 et 7O jours etc"'

parce que le thalle cesse de s'aLlonger bien avant qu9 lu milieu soit

àntièrement envahi. En revanche, aux pH supérieurs à l'optimum' la

vitesse de croissance diminue beaucoup plus lentement et peut se

poursuivre indéfiniment, dans les limites de I'expérience'

c - Inlluence du pH sur Ia formation des microsclérotes d'es sou'

chzs marocaines

La formation des microsclérotes est

tion noire qui apparaît à l'æil nu ; la
appréciée par la Pigmenta-
mesure dans le tube d,e la
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longueur de la zone pigrnentée donne une idée de la surface de
culture portant des microsclérotes.

Chez les deux souche.s marocaines IV A et IF, la couleur est
visible dès le 6" jour aux pH 6,2 et 7,2. l-es microsclérotes forment
un anneau noir circulaire qui entoure une surface sans microsclérotes,
au niveau de I'impldnt. Cette surface se pigmente à son tour, quel-
ques jours plus tard. Ce phénomène est identique à celui décrit pré-
cédemment sur le milieu PSA (p. 9). Aux pH 4,6 et 5,2, le thalle ne
se pigmente jamais. Le tableau IX montre, en effet, que les cultures
âgées de 26 jours n'ont pas différencié de microsclérotes aux pH
4,6 - 5,2 et même à pH 5,7. Néanmoins, à pH 5,7, la souche IF
forme, au bout de deux mois environ, et en faible quantité, des mi-
crosclérotes mélanisés.

A pH 6,2, la zone pignentée représente envfuon 43 Vo de la
surface du thalle chez IF et 36 % chez IV A. A pH 7,2, la z.one
pigmentée est beaucoup plus étendue : 8A % chez IF et 89 % cheF
fV A de la surface du thalle.

Des résultats précédents, il ressort gue le pH influence forte-
ment la morphogénèse des microsclérotes qui he se forment pas aux
pH acidres 4,6 et 5,2. A pH 5,7, ils apparaissent tardivement et
toujours en nombre très faible. En revanche, ces organes de conser-
vation se forrrent bien à pÉI supérieur à 5,7.

D - Comparaison entre lq souche msrocaine IF, Ie V. dahliae et
le V. albo-atrum

L'expérimentation qui a permis de faire cette comparaison est
réalisée dans les mêmes conditions que précéd,emment. La valeur limite
de pH dans cette expérience est de 6, car aux pH inférieurs et pour la
souche IF, nous avons vu qu'il n'y a pas formatioh de microsclé-
rotes.

Do oe te expérience, 4ous pouvons tirer les résultats suivants
(tabl. X):

- la croissanoe de la souche IF et du V. albo-atrurz diminue
quand le pH au,gmente de 6 à 7,3. Celle du V. dahltae est maximale
à pH 6,4. Çependant, le test ( t > ne révèle pas de différence signi-
ficative entre les croissances aux pH 6,4 et 6,9 ; ce qui laisse sup-
poser que le pH optimal de croissance est situé entre 6 et 6,9, plutôt
voisin de 6,4;

- !a souche IF forme des microsclérotes en abondance 6 à 7
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lnf luence du PH sur la
microsclérotes

TasI-Beu IX

croissance et sur la formation des

des souches lF et lV A

IF I V A

pH Longueur de Longueur de la
la cùlture en zone Pigmentég

mm en mm

I-ongueur de Longueur de la
la culture zone Pigmentée
en mm en mm

4'6
512
< 1

6,2
1 a

18  !  1 ,4
24,7 -+- 1,2
58,4 + 0,9
54,8 !. L,2
47 +- 1,6

0
0
0

24
4 I

19,2
27,9
61,5
57,7
56,1

0
o
0

2L
50

=  1 ,2
l  1,6
_{- lr3

:t O,7
-{- 2,50

- Ces mesures sont faites 26 jours après I'ensemencement'

- I-es intervalles de confiance sont calculés à l'aide de la table < t ' trtour
u"- "*tfi"i."t de Écurité de 95 % '

Tenr,rlu X

| n f | u e n c e d u p H s u r l a c r o i s s a n c e e t s u r l a f o r m a t i o n
a " r o r g " n " s d e c o n s e r v a t i o n d e l a s o u c h e m a r o c a i n e l F '

du V. dahliae et du V' albo-atrum

IF V. dahliae V. albo-
attum *

pH Longueur de t"i"t.[ï.d" Longueur de olt"*iii" 4^"ry:,Ï.:-d"tXoo"JTI" r:r;#" 'u""'iïÏ'* r:r3if 'X."HH"

6 5 ,
6,4 51,5

5,9 0
3,3 43

très dense
3,6 4 l

très dense
3,6 28

dense

-{-
-+

52
58

) o

t 6 , 6  0
+ 0 , 5  o

+  1 , 1 0 ' r

50,5 -r 1,8
4O,5 -+- 2,3

38,5 -+ 1,4

33,5 -+- 2,5

496,9

7,3 36,5 -F 43,5 -+ 5,8 Anneau
d'épaisseur de
6 à S m m a s s e z
dense

* A l'æil nu aucune couleur n'apparaît; on ne peut donc rien dire sur la

présencr des organes de conservation'

Ces mesures sont faites 25 jours après ,I'ensemencement'
i.. iri"i".it.s de conJiance sotrt calculés, à I'aide de la table ( t ' pour un

coefficient de sécurité de 95 Vo '
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jours après ensemencemeht. à un pH supérieur ou égal à 6,4. Le
V. dahliae ne forme, et en faible quantité, des microsclérotes qu'au
pH 6,9 et pas avant une période de 29 jours. En revanche, à pH 7,3,
les microsclérotes apparaissent plus tôt, environ 13 jours après ense-
rnencement. Le V. albo-atrum ne forme pas d'organes de conser-
vation aux pH étudiés, ce qui concorde avec les résultats obtenus par
He^Lrs et Isenc (1965), selon lesquels les hyphes enkystées du
V. albo-atrum ont un pH optimum de production situé entre 8 et
8,6.

La comparaison entre les trois souches montre qu'aux pH étu-
diés la croissance du V. albo-atrum est toujours inférieure à celle
des d,eux,autres. La croissance du V. dahliae est également plus im-
portante que celle de IF sauf au pH 6. Ceci nous amène à dire que
les deux souches ne répondent pas de la même manière à I'influence
du pH, ce qui est vrai aussi quant à la formation des microsclé-
rotes.

E - Cmclusions et discussions

cette étude de l'influence du pH sur la croissance et la forma-
tion des microsclérotes nous a permis de constater que le pH opti-
mum de formation des microsclérot-'s diffère de celui de la croissance.
ce qui laisse supposer que les métabolites utilisés en vue de la crois-
sanc€ sont synthétisés de façon différente de ceux hécessaires à la
formation des organes de conservation. Le même résultat est obtenu
chez le V. dahliqe (Tenr. X).

Par ailleurs, la comparaison de la souche IF et des deux sou-
ches de référence montre que ces trois verticillium n'ont pas un com-
portement identique vis-à-vis du pH. Les trois souches n'ont pas le
même pH optimum de croissance et n'édifient pas leurs organes de
conservation au même rythme aux différents pH étudiés. En effet,
le V. albo-atrum ne forme point d'hyphes enkystées alors que la sou-
che marocaine présente de.s organes de conservation, sauf à pH 6.
I-e V. dahliqe n'édrfie des microsclérotes qu'à un pH alcalin 7,3 dahs
notre expérience. Mais il faut noter cependant que la quantité de mi-
crosclérotes formés sur m,ilieu < M > à pH 7,3 (ceci est wai aussi
sur milieu PSA) est beaucoup plus importante chez IF que chez
le V. dahliae.

Ce comportement peut être dû au génotype de cette souche; il
peut également se justifier par I'isolem'ent relativemeht récent de la
souche marocaine. Cette constatation rejoint, d'ailleurs, celle notée
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par Runonn (1931) et Pnrsrsv (194I) pour qui une souche de
Verticillium finit par perdre sa capacité de former des microsclérotes
avec le vieillissement qu'implique la fréquence d,es repiquages.

Au Maroc. le pH du sol où I'on a pu isoler le Verticilliuffi sP.,
type à microsclérotes, est situé, généralement, enûe 7,5 et 8 (PrNuu,
communication personnelle). Ainsi, tous les sols de la station D'ar
Bouazza oùr certaines souches de Verticillium sp. ont été isolées,
ont des pH alcalins compris eîtr,? 7,4 et 7,9 (DRA, fiche techni-
que).

Nous voyons ainsi que les résultats trouvés confirment bien ceux
observés dans la nature. Nous avons, en effet, déjà remarqué que la
gravité de la maladie diminue quand le pH est compris entre 4,2
et 4,8 et qu'elle s'accentue dès qu,e le pH passe de 4,6 à 6,2. A
cet égard, il convient de faire remarquer que dans la région de Larache
où le pH du sol est aclde r(PINne.u, communication p'ersonnelle), la
tomate est surtout attaquée par le Fusarium sp. Ce phénomène pour-
rait s'expliqu,?r par le fait que le Verticillium se développe mal à pH
acide, mais aussi par l',absence de microsclérotes dans le sol, du: au
caractère neuf de ce dernier ou au pH acide qui ne favorise point
la formation d,e ces organes de conservation.

Nous avons vu au paragraphe III que le milieu PSA, dont le
pH est de 6,6 + 0,1, permet la formation des deux types d'organes
de conseryation, les microsclérotes chez la souche IF et le V. dahliae'
et les hyphes enkys,ées chez le V. albo-qtrun. Ainsi, à un mêm: pH, le
V. dahliae forme des microsclérotes sur milieu PSA et n'en diffé-
rencie pas sur le milieu < M >. Il en va de même pour le V. AIbo-
atrum qui montre des hyphes enkystées sur milieu PSA, mais pas
sur milieu < M > et cela même à PH 7,3.

Ces différentes remarques nous incitent à p'enser que le milieu
joue un rôle fort important dans la formation des organes de conser-
vation. C'est ce rôle que nous étudierons maintenant.

ll. !nfluence de la nutrition a=otée et carbonée sur la croissance
et sur la fcrmatlon des ntici.osclérotes d'une souche marocaine

Les expériences destinées à déterminer I'influence de la nature
et de la concentration de différentes sources azotées et carbonées sur
la croissance et La formation des structures de résistance chez le Verti-
cillium ont été réalisées, à notre connaissance, sur des milieux syn-
thétiques @lxNnv, 196l ; Gusrva et Coll., 1966; MALcA et Coll.,
1966; Hslrs €t IsAAc, 1965). Nous venons de signaler que les
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souches avec lesquelles nous avons travaillé se comportent différcm-
ment sur milieu < M r et sur miliEu PSA.

Un essai préliminaire a étê effectué avec la souche IF sur les
milieux PSA, < S > de, MnssnBn et < p r de pnBsrry* aux
qH 6,5 - 7 et 7,5 favorables à la {orrnation des nicrosclérotes, pour
ddffinner les observationr précédentes. Les résultats (Tmr. XI)
montrent qu'indépendarnm€nt du pH le milieu joue un grand rôlc
dans la formation des organes de conservation. En effet, quel que
soit le pH, la surface recouverte de microsclérotes Êst toujours plus
étendue sur le milieu haturel @SA) que sur les milieux synthétiquæ

Tlurlu XI

Influence du pH et de la nalure du milieu
sur la formation des microsclérotes de lF

Milieux
Diamètre
moyen de
la cultrne

(mm)

pH
initial

Dia.arètre moyen de fa
zone pigmentéo (mm)

67
70
66

64

60

65

65

61,5

6,5
7
1,5

6,5

7

7,5

6.5

7,5

PSA 62
63
62
t6

+ anneau de 10 (peu densc)
+ ann€au de lO (denæ)

t4
+ anneau de 10 (pou dcnsc)

6
+ secteurs de densité variablc

surface allongée dc 8/6 (pcu dease)
+ anneau de 4 (peu deose)

1 1
pcu dcnse

+ anneau de 4 (très peu dcnse)

très variable de 0 à 10 (très peu dense)

Ces mesures sont faites 18 jours après ensemencement.
Iæs différents pH sont obtenus pax un mélange de phosphate mono et. bipotassique
à O190 m.

* La composition dc ce milieu est la suivante : MgSO. : 0,5 g; KH"PO^ :
1,5 g; NHaNO. : 0,05 g;. KNO, : 2 g; Asparaginc : i,5 g; Dcxtrocc- (dùr
nor éxpérieoccr sâccharos€) l 2O g; fuar : 20 g; cau distilléc : I ûD ml.
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(< S > et < P >). I-a mêmp conclusion peut être tirée d'un essai met-
tant en jeu la souche IF, le V. dahliae en culture sur milieu PSA,
milieu avoine et milieu ( S ) (Tesr. XID.

Par ailleurs, d'autres expérienoes ont permis de constater que
des dilutions du bouillon de pomme de terre et de saccbÂrose en-
tralnent des modifications dans l'aspect, la forme et la croissance du
mycélium.

A la suite de ces diverses remarques, il nous a paru utile d'étu-
dier la croissance et la formation des organes de conservation de
la souche IF dans un milieu naturel (PSA) et dans un milieu synthé-
tique (milieu M), dans lesquels les quantités de sources d'azote et
dl carbone varient aussi bien en valeur absolue qu'en valeur rela-
tive.

Tlsrneu XII

Influence de la nature du milieu sur la formation des organes
de résistance des 3 souches lF, V. dahliae et V. albo-alrum

Souctres Milieux

Diamètre
moyen de
la cuiture

(mm)

Diamètre moyen de la
zone pigmentée (mm)

PSA

IF Avoine

s

PSA

V. dahliae Avoihe

s

PSA

V. albo- Avoine
atrum S

7 l  -+  3 ,7

68 -r- 3,5

68 -f 3,5

78 -+ 4,1

76 -f 4
'17 -{- 4

5 7 - F 3

60 -f 3,3

59 -f 3,1

63
très dense

59
assez dense

50
assez dense

59
assez dense

54
assez dense

o

anncau de 10 de large
à 9 du centre

25
très peu dense

0

Ces mesures sont faites 18 jours après ensemenccment.

Lcs intcrvalles de confiance sont caloulés à I'aide de la hblc a t t Pour
un cocfticicnt dc sécurité dc 95 Vo,
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A - croissance radiole et formation des organes de conservation
dans un milieu naturel

Parmi les milieux naturels testés, milieu Avoine, milieu à base
de maïs et milieu PSA nous avons retenu le dernier parce qu'il
permet la formation de la plus grande quantité de microsclérotes.

1 .  I n f l u e n c e  d e  l a  d i l u t i o n  d u  m i l i e u  d e  b a s e

LJn même bouillon de pomme de terre contenant du saccharose
est dilué 5 fois puis 10 fois ; la quantité de gélose reste proportion-
nelle à la quantité de milieu. Les implants ont 0,6 mm ôe diamètre
et Ia température d'incubation est de 24 -+ 1. C. Cinq répétitions
sont réalisées pour chaque dilution. Les diamètr,es des thalles et de
la zone pigmentée recouverte de microsclérotes figurent dans le ta-
bleau XIII.

La croissance diamétrale est la mêrne sur les trois milieux. En
fait, la densité du mycélium décroît quand la dilution augmente. De
plus, sur milieu PSA dilué, la croissance s'arrête sur certaines zo'nes
de la marge et continue sur d'autres ; le thalle est alors constitué
d'un ensemble de secteurs qui s'étalent côte à côte, formés de fila-
ments tr\ ramifiés d'où le qualificatif de << buissonnante > que
nous avons dohné à cette forme du thalle.

Tlsrelu XIII

In f luence de la  d i lu t ion du mi l ieu PSA sur  la  cro issance
et sur la formation des microsclérotes de la souche lF

Dilutiohs pH initial
Diamètre moyen
la culture (mm)

Diamètre moyen de
la zone pigmentée (mm)

PSA

PSA
-:-
)

nsA
10

6,7 - 6,8

7,4

I r J

48,5

49,5

t 1

? t  {
très dense

peu appréciable

Microsclérotes dispersés
(très peu dense)

Les variations de pH sont dues aux dilutions du milieu PSA.

Les mesures sont faites 13 jours après I'ensemencement,
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Les microsclérptes n'apparaissent sur milieu PSA dilué 5 fois
que 13 jours après repiquage ; ils reproduisent I'aspect <. buisson-

.runt , âu thalle (Pl. IX, 4). Sur milieu PSA dilué 10 fois, ils

sont toujours peu nombreux et restent dispersés dans la culturs.

En définitive. la dilution du milieu PSA se traduit dans la mor-

phologie du thalle r(<< formes buissonnantes > et conduit à la forma-

iioo à'un nombre réduit de microsclérotes. La variatioir d,: pll qui

accompagne la dilution (Tlsr. XIII) ne peut être tenue pour respon-

sable àei modifications enregistrées. En effet, il apparaît dans le ta-

bleau XI que des variations de même amplitude, sur un substrat

identique., ne modifient ni l'aspect des cultures, ni le diamètre des

"ones iecoouertes de miscrosclérotes. Les effets enregistrés après dilu-

tion du milieu de base doivent donc être rapportés à la concen-

tration plus faible en substances hutritives'

2 .  I n f l u e n c e  d e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  c o n c € n t r a -
t i o n  e n  s a c c l h a r p s e  e t  e n  b o u i l l o n  d e  p o m m e
d e  t e r r e

a. Méthodes d'étude

Dans une première série d'expériences, la quantité de bouillon
de pomrne de terre (200 g par litre) leste constante tandis que la
concentration eh saccharose varie: ,

S P

s / s  - P

s/ rO -  P
s/20 - P
s

Au cours d'une seconde série d'essais, la quantité de saccharose
reste constante (20 g/l) ; seule la concehtration en bouillon de pom-
me de terre varie :

- Bouillon de pomme de terre dilué 5 fois : P/5 - S

- Bouillon de pomme de terre dilué 10 fois - P/10 - S

- Bouillon de pomme d,e terre dilué 20 fois : P/20 - S

- Milieu sans bouillon de pomme de terre = S

- 20 g de saccharose par litre

4 g de saccharose par litre

2 g de saccharose par litre

1 g de saccharose par litre
- pas d,e saccharose
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- , " t ;  
'

Saccharose concentré -5 fois. tsouillon de Pomme de 
-f 

erre à concentration

normale

Miiieu PSA à concentration normale : témoin.

Saccharose à concentration normale, bouillon de
5 fois. Le thalle perd sa forme circulai;e et il y a
buissonnantes >.

Saccharose dilué 5 fois, bouillon de Pomme de
Apparition des < formes buissonnantes >.

læs çullures sont âgées de 26 jourç,

Prencræ D(
lnfluence des variations du rapport

Saccharose,/bouillon de pomme de terre du milieu PSA sur

la croissance et sur la formation des microsclérotes de la souche IF

?;

l .

2 .
J . Pomme de Terre dilue

apparition des << formes

terre dilué 5 fois,
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rlæs boutures ont 0,6 mm de diamètre ; la température d'incu-

bation est d,e 24 -r 1" C. cinq répetitions sont réalisées pour cha-

que cobdition. Les boîtes de Pétri utilisées ont un diamètre de 90 mm

et rcontiennent 30 ml de milieu.

Les mesur€s de pH des différents milieux avant stérilisation

permett€nt de constater (Ienr. XIV) que la dilution du bouillon de

po.-. de terre fait augmenter le pH du milieu (6,6 pour le témoin

ï 7,4 pou, le milieu S - P/20). Ces variations du pH devront être

prises 
^en 

considération lors de I'interprétation des résultats' No-

ion, o.p.rrdant qu'elles restent compatibles avec une formation nor-

male des microsclérotes (Terr. XI). La dilution du saccharose h'en-

traîne pas de modification de PH.

Les mesures de croissance diamétrale sont effectuées après tg

jours de culture (Tlsr. Xr\|. Elles ne donnent qu'une idée de Ia

troissance pondérale du thalle, car elles ne tienhent pas compte de

la quantité àe mycélium aérien. Ce dernier est, par, exemple,- beaucoup

plui abondant sur milieu PSA (témoin) que sur bouillon de pomme

de terr: sans saccharose (milieu P).

La quantité de microsclérotes est estimée après 25 iours de

culture p"i tu moydnne de 8 à 12 comptages faits à partir de boltes

différentès (Tenl. XIV). Chacun de ces comptages donne le nombre

d: microsclérotes contenus dans un cylindre de culture de 0'6 mm

de diamètre et de 5 mm de haut. Ces microsclérotes étant situés en

maiorité près de la surface du substrat, cette mesure est touiours

ramenée au nombre de microsclérotes par mm2, en la multipliant par

3.5. La précision de cette mesule n'est pas très gtande, car des mi-

c: osclérotes très proches I'un de I'autre risquent d'être comptés com-

me une seule unité ; d'autre part, des microsclérotes ieunes en cours

de formation sont pris en considération lors du comptage. Ces estima.

tions n'ont donc gunune. valeur relative et ne doivent être utiliséef

qu€ pour effectuer des comparaisons entre deux séries de cultures.

b. Résultats

Le tableau XrV et la planche XI illustrent les résultats obte-

nus.

Sur le milieu témoin (SP), la croissance radiale est relative,ment
faible et le mycélium aérien abondant (Pr. X A), la surfaoc recou-

verte de microsclérotes est fortement pigmentée, la depsitê deg rniçfA-

sçlérotçs est Çlevée,
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Tenrslu XIV

lnfluence des variations de la concentration en saccharose
et en bouil ion de pomme de terre du milieu PSA sur la croissance

et sur la formation des microsclérotes de la souche lF

Concentrations

Diamètre
, moven de

Pfl lnltlar la tulture
(nm)

Diamètre moyen
de la

zone pigmentée
(mm)

Nombre
de micro-
sclérotes

par mm2

sl P

5

Variation S P
de la con-
centration en I 0
saccharose

S P

20

P

6,6  -  6 ,7  6 r

6,6 - 6,7 71

6,7

6,5 - 6,4

50
très dense

56
dense

+ anneau de
4 à 1 2 m m

du Centre
(très dense)

64
assez dense

(très peu dense
au centre)

6 1 , 5
assez dense

(très peu dense
au centre)

57
peu dense

(très peu dense
au centre)

689 t 46

574 j- 56

3l I -{- 2,4

278 '+ 2

73 -r 26

Témoin SP 6,6 55

67

64,5

P S
1 t  - 1 )

5

Variation de P S
la di lut ion 7,3 - 7,4
du bouillon 10

de pomrne P S
de terre 7,4

20

s 7,1 -  7,2

3E
Microsclérotes

39 * < en buisson > 507 -{- 3l
+ anneau
discontinu

7o.s 56 E4 -+ 23
peu dense
I

Mfcrosclérotcs
77 idispersés 52 -r 12

(très peu dense)

Microsclérotes
67 dispersés " 3l )- 12

(très peu densc)

S: Saccharose P : Bouillon de pomme de terre

[,es mesures des diamètres de la culture et des zoncs pigmentées sont faites
19 jours après I'ensemencement.

Le comptage des microsclérotes est lait 25 jours après I'ensemencement'
* Il stagit dans ce cas du diamètre du thalle circulaire. En fait, de la marge

de ce thalle partent des < buissons > de çulture de taille différcntç.
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euand la concentration en saccharose diminue, la quantité de

bouillon de pomme de terre restant constatte, 0n observe une crois-

sance radiale plus forte que sur le témoin, en même temps qu'un

mycélium aérien de plus en plus clairsemé. La surface r€couverte

de microsclérotes est àgalement plus étendue, mais ceux-ci sont très

dispersés comme le montrent les mesures de densité du tableau Xrv.

Dans les mêmes conditions, on constate que les microsclérotes sont

d,e moins en moins abondants au voisinage de I'implant' Les microsclé-

rotes peuvent encore se former, mais en petit nombre seulement' en

l,absence de saccharose. Dans ce cas, la source de carbone est vrai-

semblablement l'gmidon du bouillon de pomme de terre'

Quand le bouillon de pomme de terre est dilué, la quantité de

saccharose restant constante, le thalle n'est plus circulaire, mais prend

la forme < buissonnante >. Les s:cteurs buissonnants croissent plus

vite que le reste du thalle ; comme ils apparaissent de plus- en plus

tôt quand le bouillon de pomme de terre est de plus en plus dilué'

la croissance diamétrale est de plus en plus forte (Tarr" XrV)' Le

mycélium aérien est en même temps de moins en moins abondant

(Pr. X B) ; il est donc vraisemblable que la croissance pondérale

diminue quend le bouillon de pomme de terre est dilué' Le nombre

de microsclérotes par mmz décroît dans les mêmes conditions. Les

microsclérotes sont encore formés, mais en petit 'nombre' en I'absence

de bouillon de Pomme de terre.

L'observation microscopique des cultures permet de constater'

par ailleurs, la présence d'hyphes à paroi épaisse et piglnentée' lors-

que le bouillon de pomme de terre est dilué 5 fois' Ces hyphes

rappellent, par leur forme, les hyphes enkystées du V ' albo-atrum

(Pr.. XI. A\ ; elles sont assez longues et peuvent apparaître loin des

microsclérotes.

Deux facteurs peuvent intervenir dans l'apparition de ces strue-

tures anormales au sein d'une culture ne formant habituellement que

des microsclérotes : le rapport saccharose/bouillon de pomme de terre

ou la quantité de bouillon de pomme de terre contenue dans le

milieu.

Une expérience complémentaire est donc nécessarre pour déter-

miner laquelle des deux explications est valable.



Prlxcne X

Influence des variations de la concenlration en saccharose
ou en bouillon de pomme de terre du milieu PSA sur la croissance

de la souche lF et sur la densité des microsclérotes
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3 .  R e c h e r c h c  d e s  c o n d i t i o n s  d e  m i l i e u  f a v o r i -
s a n t  l a  f o r m a t i o n  d ' h y p h e s  e n k y s t é e s  s u r  l e s

s o u c h e s  à  m i c r o s c l é r o t e s

Pour déterminer ces conditions, nous avons procédé anx com-

binaisons ci-apès:

- Bouillon de pomme de terre et saccharoso dilués, simulta-

n é m e n t 5 f o i s : P / 5 - S / 5 .

- Bouillon de pomne de terre dilué 5 fois, la cohcentration

du saccharose restant Constante S - P/5. Cette combinaison, qui permet

d'observer les < hyphes enkystées > chez IF, joue le rôle de tê-

moin.

- Saccharose concdntré 5 fois, le bouillon de pomme de tere

maintenu constant: 5 S P.

- Milieu PSA normal.

Pour chacun de ces cas, 5 répétitions sont Prévues'

L'examen microscopiqu,e des cultures montre qu'une abondahce

relative de saccharose par rapport au bouillot de pomme de terre

(5 S P et S - P/5) entraîne la formation d'hyphes à paroi épaisse et

pigmentée (PL. XI, A et B). 'I-e milieu S/5 - P/5 permet également

ialpparition 
-des 

hyphes à paroi épaisse et pigmentée, mais en quantité

môins importante que sur S - P/5 ou même 5 S P'

Légende :

A. Influence des dilutions du saccharose.

B. Influence des dilutions du bouillon de Pomme de Terre'

1. Témoin - 2. Dilution 5 fois - 3. Dilution 10 fois - 4. Dilution 20 fois

5. Absence de la substanoe à tester.

[æs cultures sont âgées de 22 iours.



A .
B ,

Plnucsn Xl

Format ion des hyphes enkysTées chez la  souche lF
sur  mi l ieu PSA modi f ié

Saccharose constanl. boui l lon de Pomme de Terre di lué 5 fois.
Bouil lon de ftomme rie I 'erre consfant. saccharose concentré 5 fois

C x 5 0 0
G x I ()00.
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Il semble donc que les quantités relatives de carbone et d'azote,

plus préciÉment l'abondance du premier par rapport au second' iouent

i" tOi" principal dans I'apparition des hyphes enkystées au sein de

cultures qui oi différencient normalement que des microsclérotes. Ces

expérienés ont été réalisées avec la souche marocâine IF. On peut

se demander qu,elles seront les réactions des deux espèces de verti-

ciltium reçues ?e Baaln dans les mêmes conditions de milieu'

Le V. dahline, espèce à microsclérotes uniquement, forrne des

hyphes à paroi épaisse e1 mélanisée (Pr-. XII, B) sur le milieu S - P/5,

-ui, "n guantité beaucoup moins importante que la souch,e marocaine.

Le V. albo-atrum, espècè à hyphes enkystées, différencie, en faible

quantité, ces organes de conservation sur le substrat s - P/5 (Pr.

xtt, n). Mais, lorsque la croissance se trouve limitée par les bor:..;

de ia boîte de Pétri, les hyphes enkystées deviennent très abondantes ;

la marge de la culture paraît alors plus colorée que le reste du thalle.

C..i pàorruit s'expliquer, comme pour les. microsclérotes, par |'existence

d,une substance qui induirait la formation d'hyphes enkystées, dont

l,action serait proportionnelle à sa concentration dans le milieu. La

barrièra constituéJ par le bord de la boîte de Pétri arrêterait la

àitt rrion de la subitance et provoquerait son accumulation dans le

substrat.

4 .  D i s c u s s i o n s  e t  c o n c l u s i o n s

Quand on ajoute du s.accharose en quantités croissantes à un

milieu contenant uniquement du bouillon de pomme de terre, on cons-

tate que les microsclérotes se différencient en nombre d'e plus en

plus grand. Cependant au-delà d'une certaine concentration, cet effet

s,inverse : il est, "r, uff"t, bien visible dans la planche fX (comparer

les clichés des figures I et 2) que sur le milieu 5 S P (100 g/1

J" ,u""hurosg, It quantité de microsclérotes formés est moins impor-

tante que sur le milieu témoin S P'

Quand on dilue le bouillon de pomme de terre, on observe des

modifications au niveau de la croissance du thalle (formes << buisson-

nuni". > et qne diminution du nombre de microsclérotes formés. Les

àogrn.ntuti"nq de pH qui accompagnent la dilution (6,6 à 7 '4) ne

*oit pu* susceptibles d'expliquer à elles seules les effets observés.

Bn "fi"r, quand, dans le milieo PSA, le pH passe de 6'5 à 7'5 (Tesr'

Xf) on'n'ob*ç*" pas de modifications dans la croissance du thalle

et dans la surface pigmentée de ce thalle'



PuNcun XII

Formaîion d'hyphes enkystées chez les
sur mi l ieu PSA rnodif ié :  Boui l lon de

di lué 5 fo is

t rois Vert ic i l l ium
pomme de terre



Les effets du rapport saccharose/bouillon de pomme de terre

sont difficiles à apprécier dans ces expériences' On observe une dimi

nution comparabË du nombre de microsclérotes qudnd' à- partir du

milieu de base (SP), on dilue soit le saccharose (S/5 - P) soil-Ie- bouillon

de pomme de terre (S - P/5), soit les deux simultanément (S/5 - P/5)'

I l sembleque lesquant i tésabso luesdesourcesnut r i t i vesso ien tp lus
importantes que leurs valeurs relatives' En revanche' Cest à un excès

de saccharose pauuppo* au bouillon de pomme -de tele qu'il faut

attribuer l'apparition'àes hyphes enkystéeJ dans les cultures de la

scruche IF q,ri, normalement, ïe différencie que des microsclérotes'

Ce phénomène est important si fon se rappelle que. P 
nature

des prgaies de conservatià'o "tt un des caractères essentiels de la

distinction entre les espèces v. dahtiae et v. albo-atrurn. De courtes

chaînes de mycélium ioir, associées à des microsclérotes' ont été

signalées pu, i{"lre et Isilc (1965). Pour eux, ce mycélium résis-

ta-nt n'est^ pas le même que celui du z. albo-atrum. Notss avons

également ôbservé .r, .ouit", chaînes de mycélium ; 91!9: sont très

pËtit* et étroitement liées aux microsclérotes, donc différentes des

iryphes enkystées typiques. Par < hyphes enkystées >-' nous- entendons'

ié, a", nyihes tongrr,às et mélaniséés susceptibles de se former loin

des microJlérotes, et c'est bien ce type d'organes que nous avons

observé dans les cultures de la souchè IF placées dans les milieux

S - P / 5 o u 5 S P .

Les résultats précédents sont intéressants, mais lestent imprécis

étant donné le grand nombre de substances présentes dans le bouillon

de pomme de tine. Il nous a donc paru nécessaire de reprendre les

mêrnÊs expériences avec un milieu entièrement synthétique.
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Hyphes enkystécs du V' albo'atum s$ PSA modifié' G x 500

Formation d'hyphes enkystées chez le V. dahlîae. G x 400

Formation d'hyphes enkystées en plus des microsclérotès caractéristiques

chez la souche IF. G x 500.

A.

B.

c.
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B - Croissance radiale et formation des organes de conservation darc
un milieu synthétique

Le milieu synthétique retenu est le milieu < M >. La concen-
tration en carbone est de 10 g par litre ce qui correspond à 23,72 g
de saccharor par litre. Celle de l'azote, issu de NH4NO3, est de
0,84 g par litre, soit 2,4 g de NHaNO3 par litre. Le rapport C/N est
donc égal à 11,8.

l .  I n f l u e n c e  d e  l a  d i l u t i o n  d u  m i l i e u  d e  b a s e

Le saccharose et le NH4NOB sont dilués 5 fois, puis 10 fois,
les autres composants restant proportionnels à la quantité de milieu.
Le pH 6,3 !. 0,1 est favorable à la formation des microsclérotes de
IF.

D'.après les résultats consignés dans le tableau XV, on peut con-
clure que la croissance est la même sur les trois milieux et que la
dilution simul.tanée des sources de carbone et d'azote conduit à une
diminution du nombre de microsclérotes formés. En effet, bien que
la surface pigmentée soit plus étendue sur milieu pauvr€ que sur
milieu riche, les microsclérotes sont, dans le premier cas, très dis-
persés.

2 .  I n f l u e n c e  d u  r a p p o r t  C / N

a. Méthodes d'étude

Les concehtrations en saccharose et en NH4NOB sont modifieps
de,façon à obtenir des rapports C/N variant de 2,4 à 59 (Tlnl. XVI).
Tous les autres composants du milieu restent constants. Læ pH des
différents milieux, voisin de 6,4, est favorable à la formation des mi-
crosclérotes de IF. Les boutures ont un diamètre de 0.6 mm et la
température d'incubation est d,e 24 -+ 1o C. Pour chaqure condition,
6 répétitions sont réalisées. Les mesures sont effectuées de la même
manière que dans I'expérience précéd'ente.

b. Résultats

Les mesures de croissance et de surface pigmentée ainsi que le
nombre de microsclérotes par mm2 sont faites 24 jours après ense-
mehcement et sont portées dans le tableau XVIL
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TAsrtlu XV

lnfluence des concentrations en saccharose

et NHaNO3 du milieu .. M ,, sur la croissance et la formation
des microsclérotes de la souche lF

Dilutions
d e C e t d e N

Diamètre moYen
de la culture (mm)

Diamètre moyen de
la zone pigmentée

(mm)pH initial

C N

C N
--;-

f

C N

l 0

22

23

20

0 ,1

0 .1

I  t J

I , J

7,3 -{- 0,1

2 à 3
(Peu dense)

10 (très variable
microsc'érotes disPersés

(peu dense)

9,s
Microsclérotes disPersés

(peu dense)

Dans cette expérience, le rapport c/N est le même dans les trois

conditions ,(: I 1,8).

Ces mesures sont faites l3 jours après I'ensemencem3nt'

Tnsr-rlu XVI

[es concentrations en saccharose et en NH4NO:] dans Ie milieu n M >

Rapport Saccharose NH4NO" Symboles

59

a ,

t 2

1 2

2,4

x 5

x 1

x l
I

x -
5
I

x -
5

x l

1
x -

2

x l

1
x -

5

x 1

5 C N

C N

2

C N

C N

: ' -) )
C N

-
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Iæs résultats obtenus sont les suivants :

- La croissanoe radiale est pratiquement la même dans toutes
les conditions.

- L'aspect des cultures (Pl. XIII B) change lorsque le rap-
port C/N varie. Le mycélium peut être plus ou moins plissé et sa
couleur varie du rose sur 5 C/N au gxis sur C/5 - N et au noir sur C/N.
Il y a également apparition de secteurs et de zonations. Toutefois,
la marge du thalle reste circulaire dam toutes les conditions.

- Le nombre de microsclérotes varie avec le changement de
la concentration en carbone, la quantité de NHTNOg étant constaûte.
En effet, le maximum est obtrenu avec la concentration normale en C
1C$ et I'augmentation ou la diminution de cette dernière fait baisser
de beaucoup la quantité de microsclérotes (5 C N et C/5 - N lignes
1, 3 et 5 du tableau XVID.

- Pour une même quantité de carbone, le nombre de microsc,lé-
rotes augmente lorsqu'on diminue la conoentration en azote (C/5 - N/5
et C/5 lignes 4 et 5 du tableau XVII, C N et N/2 lignes 2 et 3 du
tableau XVII). Une alimentation déficitaire en azote incite donc le
Verticillium à former des organes de conservation.

- Par ailleurs, I'observation microscopique des différentes cul-
trues pennet de constater la présence, en plus de microsclérotes nor-
maux, d'hyphes à paroi épaisse et pi'gnentée sur 5 C N et C - N/2 (PL.

XIV, A et B). Il y a en Plus sur 5 C N apparition de microsclérotes
mal individualisés qui forment des masses de cellules brunes.

c. Conclusions et discussions

Si I'on compare les résultats des expérienoes que ûous venons
de réaliser successivement sur milieu PSA et sur milieu c M >,
plusieurs conclusions identiques p€uvent en être tirées.

On @nstate tout d'abord que la dilution simultanée des deux
principaux constituants des substrats saccharose et bouillon de pom-

me dè terre dans I'un, saccharos€. et NO3NHT dans I'autre, entraine

une diminution du hombre de microsclérotes formés.

Des variations simultanées ou des modifications portaût sur

I'un seulement des coûstituants, saccharose et bouillon de pomme de

terx€ dans I'uh, sagcharose et NH{NO' dans I'autre, se traduiseat
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TIsISIU XVII

c
lnfluence du rapport - du milieu synthétique < M > sur

N
la croissance et la formation des microsclérotes chez lF

c
Rapport - PH initial

N

Diamètre
moven de Nombre de

la zone microsclérotes
oismentée Par mm2^ 

(-m) V.

Diamètre
moyen
de la
culture
(mm)

5 C N
r  

' - ' i s g l  6 . 3 - 6 . 4

C N
6,3 ' 6,4

2 (24)

C N
( 12) o'r+

C N
6,3 - 6,4

5 5 (r2)
C N

5  -  6 ' 3 - 6 , 4
5 (2,4)

Surface
irrégulière de
quelques mm 22$ -+' 121*

de large
(peu dense)

3

4

I )

74,5

78,5

8 l

78

64
dense

66
densg

7 l
assez dense

I 70E -{- 179

1 333 -+' 128

749 -È 98

68 497 -t- 44
assez dense

,* Les microsclérotes perdent leur individualité et forment des masses brunâtres,

ce qui rend difficile leur comptage.

Ces mesures sont faites 24 jours après ensemencement'

Les quantrtés de ;Ï:i:,:JJ:: au mirieu << M '

Nature du glucide
Quantité
de carbone/litre Glucose Saccharose Amidon

l o g
3 o g
4 o g
5 o e

25
75

100
t25

23,8
71,4
95,2
l  r9,0

a 1  1

68,2
90,9

r13,7

Les guantités dç glucide ajoutées sont en g/l'
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presqu€ toujours dans la croissance et la morphologie des cultures,
selon des modalités différentes dans l'un et l'autre des milieux. Sur
milieu PSA, c'est I'apparition des formes << buissonnantes > ; sur
miliLeu < M >, il y a des change,ments dans I'aspect et la couleur
des cultures avec parfois formations de secteurs ou de zonations. Ces
résultats confirment ceux de Jornlsq,N (1950) qui montrent qrre la
nature et la concentration de la source d'azots dans le milieu en-
traînent des chahgements dans I'aspect de la culture.

Quand on fait varier la quantité de saccharose dans le milieu
PSA ou dans le milieu < M >. le nombre de microsclérotes formés
dépend de I'abondance du sucre ; il décroît au-dessus d'un optimum
qui se situe dans nos expéridnces entre 20 et 100 g/l de saccharose.
Ces conclusions sont semblabtres à celles obtenues par TowxseNo
(1957), WnEnnn et SHARAN (1965) avec des champignons à sclé-
rotes autres que des Verticilium,' pour ces auteurs, < la quantité
de sucre détermine le nombre et la taille des sclérotes formés >.

Enfih, sur les deux mili'eux PSA et M, I'abondance relative de
saccharose par rapport au bouillon de pomme de terre ou au NH4NO;;
produit les mêmes effets, I'apparition d'hyphes enkystées sur les sou-
ches qui normalement ne différencient que des microsclérotes. Nous
avons déjà insisté, et nous y reviendrons dans la conclusion gênérale,
sur l'impo.rtance de ce résultat au point de vue systématique.

L'utilisation d'un milieu synthétique ,a pe.rmis d'apporter quel-
ques précisions supplémentaires à propos de I'effet des constituants
chimiques du substrat sur la morphogénèse des microsclérotes. Nous
avons vu en effet que la dilution de la source d'azote se traduit
toujours, dans nos conditions expérimentales, par la formation d'un
plus grand nombre de microsclérotes. Cet effet est inverse de selui
obtcnu avec la source carbonée. Une constatation du même ordre
avait été faite précéde,mment par Isnec (1957). Par ailleurs, ces
résultats de laboratoire concordent parfaitem€nt av€c les observations
de Wrt.nslÀ.t (1950) qui a montré que I'inoculum de Verticilium prê>
sent dans le sol diminue quand I'amendem'ent en azote augmente.

Il est enfin intéressant de rappeler les constatations que nous
avons faites au début de ce chapitre à savoir que le milieu PSA
(naturel) est plus favorable à la formation des microsclérotes que les
milieux synthétiques < S > de MrsstlsN et < P > de Pnrsrnv (Tlnr.
XI et XII) étudiés. Cette action favorable du milieu PSA peut, entre
autres hypothèses, s'expliquer soit par le rapport C/N du milieu
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PrancHr XIV

Format ion d 'hyphes enkystées
quand le rapport C/N du milieu

chez la
. M ,

souche lF
est modifié

: , ' , , : l ] :  
'  :  '  l

' l l .r:.-, 
..,. ,.. .

$ r
: : l l l  l  ' l ' : ,  :'*

.  , * '

( G x
( G x

et
e l

A.
B.

Microsclérotes
M.icrosclérotes

hyphes enkystée s sur CN/2
hyphes enkystées sur 5 CN

430)
430).

, 6 ,



VERTICILLII,'M: IDENTIFICATION DES SOUCHES MAROCÀINES 7I

(le milieu PSA est certainement assez pauvre en a?ote), soit.par la

piér"oà d'amidon (venant de la pomme de terre) dans ce milieu' Il

e s t d o h c n é c e s s a i r e d ' é t r r d i e r l ' i n f l u e n c e d e l a n a t u r e d e l a s o u r c e
d e c , a r b o n e e t d e s a c o û c e n t r a t i o n s u r l a f o r m a t i o n d e s m i c r o s c l é -
rotes.

C _ I n | l u e n c e d e l a n a t u r e e t d ' e l a c o r r c e n t r a t i o n d e l a s o u r c e d e
carbdTle

Le glucose, le saccharose et I'amidon sont utilisés comme sources

de carboÉe, dans le milieu < M t, à des concentrations de plus en

plus élevéés (Terr. XVID. vuazof-, appprté pT 19 nitraæ d'am-

monium, garde toujours la même conc€ntration (0'84 g tazote par

titre soii i,+ g d. NHÀIO3 par litre). Les différents milieux, à pH

6.5, sont coulés dans des bolies de Pétri d'e 90 mm de diamètre' à

ra isonde30mlparbof te 'Pourchaqueconcent ra t ion ,Trépét i t ions
sont faites.

Les mesures de croissance et de surface pigmentée ainsi que les

résultats des comptag9s de microsclérotes, complages effectués 23

;ouir uptet rtpiquage, figurent dans le tableau XIX'

De,,s moditficatlons apparaissent au niveau de fiaspect de la

culture, de la croissuo." ôf de la formation des microsclérotes'

1 .  L ' a s p e c t  d e  l a  c u l t u r e

Il diffère âvec la nature et la concentration du sucre (Pr' XV)'

- Sur glucose, le mycélium se plisse quand la concentration

augmente ; li couleur noire disparaît progressivement et ne reste

;ffi "bjf.h". A la conoetrtration 5 C le mycélium est peu pigmenté

it présente un asPect humide'

- Sur saccharose' le mycélium aêtien, cotonneux' devient

p lus impor tan tau fure tàmesureque laconcent ra t ionaugmente .
ior *o""ot atioas élevé es, 4 C et 5 C, une couleur brune apparait

sur le revers des cultures'

-suramidon, lacou leurno i re res te tou jours impor tan te .Les
houppcs àe nycélium aérien cotonneux sont plus tombreuses quand

la concentration augmente.

Danstous lescas , la fo rmede lacu l tu rees tc i rcu la i re '
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2 .  L a  c r o i s s a n c e  l a d i a l e  d e  1 a  c u l t u r e

Elle décroît, lenternent, avec l'augmentation de la concentration

en glucose et en amidon et reste relativement constante lorsque le

sa""haro.e est de plus en plus concentré'

L'ensemble des résultats montre que la croissance radiale varie

selon la nafure de la source de c. Lorsque la concentration en c est

de 10 g/l (9, la croissance sur amidon est significativement plus

forte qu! sur saccharose et glucose. Sur ces deux d'erniers sucres'

la différence de croissance niest pas significative. Lorsque_.-la con-

centration en c est de 50 g/l (5 C), les résultats sont différ€nts:

sur saccharose et sur amidon, la croissance est statistiquement identi-

que ; elle est significativement plus forte que sur glucose'

3 .  F o r m a t i o n  d e s  m i c r o s c l é r o t e s

Le délai nécessaire à l'apparition des microsclérotes apprécié à

l,æil nu par la pigmentation des cultures varie avec la nature du

milieu. II est de 5 jours sur amidon et de 6 à 7 jours sur ,glucose

et saccharose. Par ailleurs, les microsclérotes se forment directement

a.tr niveau de f implant lorsque le carbone provient de I'amidon, et

plus loin du semis quand il est issu du saccharose ou du glucose.

Pour lamêmeconcent ra t ionnormaleencarboner ( rappor tCN:
11,8), ils sont beaucoup flus nombreux sur amidon que sur glucose'

et plus abondants sur saccharose que sur amidon'

Quand les quantités de sucre augmentent, on assiste à d,es phéno-

mènes différents selon la natule de ce sucre'

Sur amidon, les microsclérotes sont abondants même quand la

conc€ntration est très forte (5 C: TanL. XIX) et ils conservent

toujours leur morphologie typique.

En revanche, la quantité de microsclérotes diminue rapidement
quand le saccharose ou le glucose sont plus concentrés CIABL. XDO.
Aux concentrations les plus fortes (5 C pour le saccharos% 5 C et

3 C pour le g[ucosQ, les microsclérotes sont mal individualisés ; ils
ne foimsnt plus que' des masses de cellules brunes arrondies (Pr.

XVI, A et B), répartis non plus uniformément à la surface dre la

culture. mais constituant des < boules > au niveau de I'implant et

un anneau plus coloré vers la marge de la culture (Pl' XV)'
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Pal ailleurs, I'examen microscopique d,e ces thalles montre Ere
des articles mycéliens plus ou moins longs sont séparés les uns
des autres et bourgeonnent à la manière de levures (PL. XVI C).
Les fortes concentrations €n glucose et en saccharose font donc ap
paraltre un nouveau mode de croisance que I'on peut qualifier de
< lerruriforme >.

4 .  D i s c u s s i o n s  e t  c o n c l u s i o h s

I1 ressort de cette expérience que pour une même quantité de
carbone fournie au substrat, la nature du sucre peut influencer la
croissance radiale et I'apparition des microsclérotes.

ll-a croissanse est, en effet, plus importants sur amidon que sur
glucose, de même qu'elle s'avère, dès que la concenttation en carbone
augmente, plus grande sur saccharose qu€ sur glucose. TowxsBxo
(1957) a obtenu des résultats semblables avec un autre organisme à
sclérotes, le Rhizoctonia solani : la croissance est plus importante sur
le saccharose que sur Le glucose et ce, lorsque les sucres sont très
concentrés.

oette croissance moins forte sur glucose concentré peut, entre
autres hypothèses, s'expliquer par le fait que ce sucre est rapidement
utilisé puisqu'il n'a pas besoin d'être dégradé pour entrer àans les
clratqes métaboliques. En rrevandle, lorsqu'il s'agit du saccharose
et de l'amidon, ils doivent être d'abord hydrolysés sous forme de
glucose ; cette hydrolyse se ferait progressivement au fur et à mesure
des besoins du thalle et permettrait ainsi une utilisation plus efficacc
de la source carbonée.

Par ailleurs, cette diminution de croissance radiale semble être
compensée par I'apparition d'une nouvelle forme de croissance que
nous avons qualifiée de < levuriforme >. La nature et la concentration
du sucre influencent donc le type de crqissance. Une observation
comparable peut être faite chez certains espèces de levures du genre
Candid.a (TunrN, 1969). Chez ces organismes, la souroe de carbone
permet le maintien de la forme lewre, sur hexose (glucose) : substrat
facilement oxydable qui entraîne la formation de groupements tliols,
ou la filarnentisation sur polysaccharides tels que glycogène. amidon
soluble ou dextrine (Nrcxrnson et MANKowsrl, 1953 ; NrcrensoN,
1954). Les recherches dre NrcrrRsoN et FÀLcowe (1956) ont abouti
à la découverte d'un processus spécifique de réduction des pont-9$
en etroupes sulfhydriles protéiniques çornmç condition de la multipli-
c.ation par bouxgeonûernetrt.
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lnfluence de la nature eT de la concentration de la source de carbone
sur la croissance et sur la formation des microscléroles chez lF

c
Rapport -

N

Diamètre moyen Diamètre moyen de Nombre de
de la culture la zone pigmentée microsolérotes

(mm) (mm) Par mm2

Glucose
c

N (11 ,8 )
3 C

N (3s,4)

4 A

N (47,2)
s c

N (59)
Saccharose

c
N

3 C

(1 r ,8)

N (35,4)
4 Q

(47.2)

( l  1 ,8 )

(35,4)

(47,2)

7 3  t 6

70 !  r ,6

66 -r 1,1

65 -1- 7,7

'r ' t  + 'r ,

76,5 -+-. 2,3

7 5 S - È ? t

74,5 -r 3,7

87 ! 2,2

85  È  1 ,5

77 É 1,8
(-r 4\

76 -r 1,2
(-{- 4)

63
dense

60
peu dense

40
très peu dense

46
très peu dense

77
dense

1 <  <

assez dense

870 -{- 64

{r

I

*

| 2A4 -+- 70

982 -t- 57

6 1
I 820 -+

dense

67

assez oense

58
peu oense

58
très peu dense

58

t72

50
N

5 C

N

Amidon

c

N

3 C

N

4 C

N
5 C

N

(59)

,f?

1 0 7 0  +
aSSeZ Oense

1 J

ass€z oense

74

64
(5e)

* Les microsclérotes perdent leur individualité et forment des masses brunâtres,
ce qui rend difficile leur comptage' .

Ces mesures sont faites 23 jours après ensemencement.

Les chiffres entre parenthèses indiquent terreur faite sur le diamètre de la

çu'{pre, compte-tenu du fait qtæ la marge de la culturç se çonfond avçc lç miliçu'



Prexcsn XVI

Influence des concentrations en glucose et saccharose
dans le milieu <. M " sur la formation des microsclérotes

(G x ,t0O)

(G x 500)



Or, nos résultats semblent en accord avec les observatiobs faitcs

stJr Catdida. Nous avons obtenu, en eff€t, une croissance c levUri-
forme > sur glucose assez concentré, sur saccharose coûcgntré et

uoe forme normale sur Polysaccharide plus concentré. Pouvons-nous
dire, après ces quelques précisions bibliographiques, que I'utilisatioo
par le Verticillium du glucose entraine la formation des groulrmcnts
thiols qui stimuleraient le bourgeonnement observé aux fortes concen-
tratio,ns du gtucose et du saccharose ? tr y aurait là toute uû€ éhrde

métaboliquo à entreprendre porr vérifier si les processus qui inter-

viennent 
-chez 

les Yèrticillium sont les mêmes que ceux qui intervien-

nent chea Candida.

Par ailleurs, les fortes concentrations en glucose (3 C) et eû

saccharose (5 C), semblent freiner la formation de microsclérotes

typiques. C,e freinage peut être interprété, €t ceci -n'est qu'une hypo-

t[èri, p"t la pr&ence de groupements thiols, qui tout en stimulant

le bouigeonnrÀ"ot inhiberait la formation des microsclérotes. Cette

hypothèie dépend avant tout de la vérification de celle émisc précé'

Oimment; elle est, toutefois, vérifiée chez d'autres organismes à sclâ

rotes commc le corticium rousii (Gourox, 1971; CnBt et HlNrs,

1966). Ces auteurs ont constaté que les inhibiteurs des enzymes de

typc R-SH sont capables de provoquer fapparition pré9oc9 des sclâ

1|iÇà ; ils ont con;lu que I'initiation de ces orlanes devait être in-

terdite par des composés porteurs du radical sulfhydrile'

Par ailleurs, ThrvErnlcK, JlNsr Êt CooKE (1971), Cïrrr €t
Hrxrs (1972) ont montré, en effet, que la cystéinc inhibe la forma-
tion dcs sclérotes chez le Sclerotium rolfsîi.
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Légende :

A. Microoclérotes mal individualisés sur 5 CN (Saccharose concqlné 5 fois).

Il y a une masse de ccllules brunes arrondies à la place de microsclérotcr
(G x 462)

B. Microscérotcs mal individualisés sur glucose concentré 5 fois ct appa'
rition de la forme levure. Les flèches indiquent le bourgeouement dcl
ccllules, ceQi rappelle la forme lewrc (G x 430).

C. Bourgeonne{rent des celluleg sur glucose conccntré ,t fois (G x 50O).
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DtscusstoNs ET coNctustoNs

L'éfude expérimentale de la morphogénèse des thalles et des
microsclérotes des souches de verticiltium sp. isolées au Maroc que
nous venons de faire a permis de préciser certaines caractéristiques
biologiques de ces souches et de les comparer à celles de deux sou-
ches de référence: le V. dahliae et le V. albo-atrum. Les résultats
obtenus au fur et à mesure de I'expérimentation ont été exposés et
discutés à la fin de chacun des paragraphes. Dans cette conclusion géné-
rale, il nous paraît donc inutile de rappeler I'ensemble des résultats ;
cstte revue a d'ailleurs fait I'objet d'un résumé placé en tête de ce
mémoire. Nous nous bornerons plus simplement à reprendre certains
grands problèmes qui n'ont été que partiellement évoqués au cours
des différents paragraphes et que nous pouvons reconsidérer maintenant
et discuter plus complètement à la lumière de I'ensemble des résultats
ou d'études bibliographiques auxquelles nous n'avons pas encore fait
référence.

1 .  P o s i t i o n  s y s t é m a t i q u e  d u
i s o l é  a u  M a r o c

V  e r t î c i l t i u m  s p .

Les caractères morphologiques et de croissance (aspect de culture,
vitesse de croissance, taille des conidies et structure des organes de
conservation) rapprochent les souches da Verticillium sp. isolées au
Maroc beaucoup plus du V. dahliae que du V. albo-atrum.

[-a discussion des données bibliographiques expbsées au chapi-
tre rr et la cpnclusion du chapitre III nous ont amené à rassembler
dans une même espèce V. albo-atrum, les isolats décrits précédem-
ment sous les noms de V. albo-atrum et de. V. dahliæ. En consé-
quenc€, les souches isolées au Maroc appartiennent à l'espèce V. albo-
atrum; notons que, dahs la plupart des milieux de culture utilisés
au cours de nos expériences. ces isolats forment des microsclérotes.
Cette dénomination est encore justifiée par le fait que sur certains
substrats (abondance relative de saccharose par rapport au bouillon
de pomme de terre dans le milieu PSA ou excès de carbone par rap'
port à I'azote dans le milieu < M ,), la souche IF et même le
V. dahliae édifient, en plus des microsclérotes typiques, des < hyphes
enkystées >.
' 

Jusqu'à maintenant, les auteurs ont réussi, par clonage d'une
culture d'origine monosporée à partir de spores ou de microsclérotes,
à obtenir des thalles qui forment soit des microsclérotes, soit des
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hyphes enkystées, mais jamais les deux types dorg;anes de consêr-

o"iioo simuitanément. @ comportement de la souche marocaine et

du 7. d.ahliae en Provenance de Bemx est uo nouvel argumeot qui

plaide en faveur de I'existence d'une seule espèce'

2 .  L e  d é t e r m i n i s m e  i n t e r n e  d e  l a  f  o r m a t i o n  d e s

m i c r o s c l é r o t e s

L e V . a l b o - a l r u m ( t y p e à m i c r o s c l é r o t e s ) s y n t h é t i s e u n f a c t e u r
morphogénétique diffusible, ou DMF, qui induit la formation des

micrisclérotes (BnaNnr et Rrese, 1964). Ces auteurs ont mis en évi-

dence I'existence de ce facteur en observant le développement des thalles

dans différen.es conditions. Quand le thalle est seul dans une boîte de

Péti., la croissance s'arrête au contact du bord de la boîte' mais

la pig4entation continue à envahir la culture' Quand il y a plusieurs

thaile-s, les effets du facteur ilépendent de la distance entr€ les thalles

et de la distance au bord dè ta uoîte; Lorsqu'on empêc_he I'accu-

mulation de ce facteur, par le transfert iournalier d'e.- disgues d9

."rroprrun" portant des thalles de verticittium,le nombre de microsclé-

rotes édifié diminue très fortement.

Par ailleurs, des disques pris dans la zone pigmentée de cultures

âgées de trois semaines, mis au contact d'une culture âgée d'une

sJmaine. inhibent la croissance et stimulent la mélanisation et la

production de microsclérotes.

L'effet de ce facteur dépend de sa propre concentration. Aux faibles

concentrations, il stimule la mélanisation et la formation des micro-

sclérotes. Aux fortes concentrations, il peut, en revanche, inhiber

ces deux phénomènes de même qu'il interdit la germination des spo-

1es.

r,-existence d'un facteur morphogène qui induit I'agrégation a
été démontré chpz d'autres champipons comme le corticium rolfsii
(Saccn.) Cunzr (Gourox, l97l'1 et le læptoporus lignosus (Kr.) ex.
Pat @orssoN, 1973). Cest de la quantité disponible de ce facteur
que dépend le nombre de sclérotes formés chez le C. rolfsii,' dans
cette espèce, les premiers initiums ne peuvent apparaître que lorsque

la concéntration en facteur diffusible atteint une valeur seuil (Gourox,

bc. cit.).

Il convient de noter dans ce même ordre d'idées que t'amidon
réduit la durée du délai qui préêde I'apparition des microsclérotes.
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Une telle comtatation pourraît se justifier par l'importance de la syn-
thèse du facteur morphogène en présence d'amidon. Ce n'est là,
évidemment, eu'une hypothèse qui reste à vérifier.

Les premiers résultats de Bn.lNpr et REEsE (1964) montrent que
le DMF n'est ni une protéine, ni un polysaccharide, ni un lipide ;
c'est une molécule organique que l'on pourrait peut-être rapprocher
d'un phénol. f-e DMF est actif de pH 4 à pH 10, non volatil,
dialysable et soluble dans I'eau, mais insoluble dans l'éther, l'éthanol.
et le dichlorure de méthylène ; il est inactif en présence d'acétone.

L'action de ce facteur, qui peut être constitué par une seule
ou plusieurs substances, n'est peut-être pas directe (BnaNot et RBEsE,
loc. cit.\. Il est possible que f inhibition de la croissance qu'il enffaîne
soit à l'origine de la mélanisation et du développement des microsclé-
rotes. Autiement dit, tre bourgeonnement et la mélanisation indispsn-
bles à la formation des microsclérotes résulteraient de l'inhibition de
la croissance. Nous retrouvons une partie de ces résultats dans nos
propres exp3riences : sur un milieu très concentré en glucose (5 C N,
voir p. 66), on observe un ralentissement de la croissance radiale
en même temps qu'un bourgeonnement accru (apparition des thalles
levuriformes). La corrélation croissanoe-bourgeonnement est évidente
dans ces résultats.

Cependant, la mélanisation ne se déroule pas à la même vitesse
que le bourgeonnement, ce qui se traduit par la formation de masses
de cellules arrondies, peu pigmentées. Il nous paraît intéressant
de rapprocher ce résultat de celui obtenu quand on confronte,
dans une même boîte de Pétri, deux thalles, I'un de V, albo-
etrum, I'autre de la souche IF (type V. dahliat). Le voisinage du
thalle de la souche IF, productrice de microsclérotes, se traduit, dans le
thalle du V. albo-atrum, par la différenciation d'un nombre d'hyphes
enkystées beaucoup plus grand que dans le témoin (V. albo-atum ctltivê
seul dans une boîte de Pétri). Dans ce cas, les modifications mor-
phologiques observées sont dues à une intensification d'e la mélani-
sation, sans induction du bourgeonnement.

' Au cours de nos expériences, il a donc été possible de modifier
séparément le bourgeonnement et la mélanisation. Ces deux phéno
mènes sont nécessaires 1 Ia formation de microsclérotes alors que
seul le second intenient dans la différenciation des hyphes enkysté.5s.
Il est possible, nos expériences I'indiquent, que ces deux phénomènes
soient indépendants et Tassent intervenir des processus physiolÔgiques
,différents; Cette hypothèse reste à prouver, mais noùs paraît inté-
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ressante pour aborder, sous uû angle nouveau' le déterminisme de

la formation des microsclérotes.

3 .  L ' i n f l u e n c e  d e s  f  a c t e u r s  e x t e r n e s  s u r  l a  f o r -

m a t i o n  d e s  m i c r o s c l é r o t e s

La formation des microsclérotes est également conditionnée par

des facteurs externes tels que la températut€, la lumière, 1e pH et

l.a nutrition.

Ainsi des températures basses (10 à 22") favorisent la tor-
mation des micronclérotes, alors que celles qui sont comprises entre

25 et 3l'C l'inhibtent (Wtrueru, 1948; Hrlrs et IsAAc, 1965).

I-e facteur lumière a retenu I'attention de certains auteurs tels
que BRANDT (1963, 1964b, 1967), Kerssn (1.964), €t BRANDT et
Repsn (1964). Ceux-ci ont été conduits à soutenir, de par leurs
recherches, que les microsclérotes et la mélanisation se développent à
I'obscurité et sont inhibés par les proches UV (3 250 à 4 000 A')
dont le pic d'émission est à 3 650 Ao. Ces proches UV, qui ont un
effet négatif sur la formation des microsclérotes, supprimeraient, selon
Bnnror et REEsB (loc. cit.), la synthèse du facteur DMF. Ils peu-

vent provoquer I'inhibition de toutes les étapes de développement des

microscléroteso ou seulement de ses derniers stades.

Le pH a fait également I'objet de recherches de la part de
Hrnrr et IsAAc (1965) pour qui le pH optimum de production des
microsclérotes reste assez bas (5,3 à 7,2). Les souches marocaines,
quant à elles, édifient des microsclérotes à un pH égal ou supérieur
à 6,2. Cependant, les microsclérotes apparaissent, mais seulement après
deux mois environ, à pH 5,7. Ce retard pourrait s'expliquer par I'ac-
tion quantitative du facteur morphogène. Autrement dit, la synthèse
de ce facteur est tellement faible au pH 5.7 qu'il faudrait environ

deux mois pour atteindre la concentration nécessaire à la formation

de microsclérotes mélanisés. Ces résultats concordent avec ce qui se

passe dans la nature où on n'observe pas de verticilliose dans les

sols à pH acide.

Les microsclérotes subissent également f influenoe de la nutri-

tion. Ainsi, une diminution relative de l'azote par rapport au carbone
fait apparaître un plus grand nombre de microsclérotes. I-a même

constatation peut être faite dans la nature ; I'utilisation d'amende-
ments riches en azote diminue, en effet, le potentiel d'inoculum
(Wrrnsl.u, 1951).
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