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Effets in vitro et in vivo du compost sur Verticillium
dahliae, agent causal de la verticilliose de la tomate

Btissam MOURIA, Amina OUAZZANI TOUHAMI et Allal Douira

Laboratoire de Botanique et de Protection des Plantes, Université Ibn Tofail, Faculté des
Sciences, Kénitra, Maroc

Résumé.

Les milieux à base d’extraits d’un compost (MEC) de déchets urbains solides additionnés ou non de
glucose et stérilisés à 80°C ont inhibé respectivement de 95,95% et à 100% la croissance mycélienne
et la sporulation de Verticillium dahliae. Les milieux MEC stérilisés à 120°C ont plutôt réduit la
densité du mycélium que la croissance diamétrale. Ils ont par ailleurs permis une forte inhibition de
la sporulation respectivement de 80,93% sur le milieu MECG 120°et 86,53% sur le milieu MECsG
120°. In vivo, le compost utilisé comme amendement du sol a réduit le rabougrissement et l’altération
foliaire des plants de tomate inoculés par V. dahliae en pépinières de 75,04% et 81,05%
respectivement. Ces pourcentages sont proches ou similaires à ceux obtenus par la tourbe amendée de
compost. Les deux traitements ont surpassé l’effet de la tourbe seule qui n’a assuré que 7,01% de
réduction de l’altération foliaire. La correction du sol avec le compost a permis l’inhibition de la
pénétration et de la colonisation des tissus vasculaires des plants de tomate par V. dahliae et a confiné
le pathogène au niveau de 41,66% des racines analysées et a inhibé de 100% son ascension vers
l’hypocotyle des plantes inoculées.

Mots clés :compost, extrait, Verticillium dahliae, milieu de culture, pépinière, in vitro, in vivo.

Abstract.
Media prepared with compost extract(MEC) of MSW added or not by glucose and sterilized at 80°
inhibited respectively 95,95% and 100% mycelial growth and sporulation of Verticillium dahliae.
MEC sterilized at 120°C have rather reduced the density of the mycelium than its growth diameter.
They also allowed a strong inhibition of sporulation, respectively 80,93% on the MECG 120° and
86,53% on MECsG 120°. In vivo, the compost used as soil amendment reduced stunting and leaf
damage tomato plants inoculated with V. dahliae in nursery by 75,04% and 81,05% respectively.
These percentages are close or similar to those obtained by peat amended with compost. Both
treatments surpassed the effect of peat alone that has ensured only 7,01% reduction of leaf damage.
The correction of the soil with compost resulted in the inhibition of the penetration and colonization of
vascular tissues of tomato plants by V. dahliae and confined the pathogen at 41,66% of analyzed roots
and inhibited100%its propagation into the hypocotyl of inoculated plants.

Keywords :compost, extract, Verticillium dahliae, culture media, nursery, in vitro, in vivo.

I. INTRODUCTION

La verticilliose, causée par Verticillium dahliae Kleb. et V. albo-atrum Reinke &

Berthold est l’une des maladies vasculaires les plus importantes rapportée sur des plantes

appartenant à 45 familles botaniques (Harrington et Dobinson 2000).Ces deux espèces sont

Bulletin de la Société Royale des Sciences de Liège, Vol. 83, 2014, p. 10 - 34

Manuscrit reçu le 11 octobre 2012 et accepté le 30 avril 2014



11

d’une importance économique majeure (McCain et al., 1981) et sont distribuées dans le

monde entier (Pegg, 1984).

Durant les dernières années, l’apparition de résistance chez les populations de

champignons (Hmouni et al., 2003), le coût élevé des fongicides, leurs effets sur

l’environnement (Mills et al., 2002) et leur incompatibilité avec l’agriculture durable ont fait

que l’utilisation des fongicides est devenue de plus en plus limitée et l’intérêt pour d’autres

alternatives de lutte a ainsi augmenté (Blok et al., 2000).

Parmi ces alternatives, le compost présente des effets hautement suppressifs sur les

maladies causées par les pathogènes telluriques comme Pythium, Phytophthora, Fusarium et

Rhizoctonia aussi bien sous serre qu’en plein champ (Schönfeld et al., 2003).L’aptitude

suppressive des composts aux maladies des plantes a été attribuée à leur composition

chimique, à la disponibilité des éléments nutritifs et à la composition microbienne due aussi

bien à l’apport de microorganismes qu’à la stimulation de ceux du sol (Pérez-Piqueres et al.,

2006).

Néanmoins, tous les composts ne possèdent pas la même capacité d’inhiber

efficacement les agents phytopathogènes. La variabilité observée entre les effets de différents

composts est assurément le plus gros écueil à leur utilisation à large échelle (Berner et al.,

2004). En effet, l’efficacité des composts et de leurs extraits varie considérablement en raison

de la différence des procédures de préparation de ces extraits, de la source, de la composition,

de la qualité, de la maturité du compost et de la durée de compostage (Hibar et al., 2006).

L’objectif de ce travail est d’étudier (i) l’effet in vitrode différents milieux à base d’un

compost de déchets urbains solides sur deux stades principaux du cycle de vie de Verticillium

dahliae et (ii) in vivo sur l’infection de la tomate parla verticilliose de la tomate.

II. MATÉRIEL ET MÉTHODES

II.1 Étude de l’effet in vitro des extraits de compost sur V. dahliae

II.1.1 Matériel fongique

L’isolat P3 de V. dahliaetrès agressif, a été isolé à partir d’une tige de tomate atteinte de

verticilliose dans la région de Dar Bouazza (Douira et Lahlou, 1989). Il produit des conidies

plus ou moins allongées et des microsclérotes en grande quantité (Figure 1). Cet isolat est

cultivé en milieu PSA et incubé pendant une semaine à 25 °C et à l’obscurité.
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Figure1 : Vues microscopiques de l’isolat P3 de Verticillim dahliae. A : conidiophores, B : conidies,

C : microsclérotes.

Liquide de montage: Bleu coton (Grossissement ×400), Barre = 10µm.

B

C

A
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II.1.2 Milieux de culture

Le compost produit par un Centre de Co-Traitement des déchets urbains solides est

laissé macérer à un taux de 1 : 5 (v/v) dans de l’eau distillée pendant une période d’extraction

de 2 jours à la température ambiante du laboratoire selon la méthode de Weltzien (1992).

Après filtration, les extraits de compost sont répartis en deux lots, chacun de deux

erlenmeyers contenant l’agar-agar permettant de préparer le milieu à base d’extrait de

compost (MEC), l’un additionné de glucose (MECG)et l’autre sans glucose(MECsG). Le

premier lot est autoclavé à 120 °Cet le second à 80 °C (Tableau 1).

Tableau 1 :Détail de la composition des milieux de culture

Milieu de culture Composition

Milieux à base d’extrait de
compost (MEC)

* Sans sucre MECsG
* Avec sucre MECG

* Agar-agar : 15 g, extrait de compost : 1000 ml
*Agar-agar: 15 g, de glucose : 20 g, d’extrait de

compost : 1000 ml.
Milieu Potato dextrose Agar (PDA) Pomme de terre : 200 g, glucose : 20 g, Agar-agar :

15 g, eau distillée : 1000 ml.

Milieu Czapeck-Dox Agar (CDA)
(Sivaprakasam et Rajagopalan,
1974 In Dhingra et Sinclair, 1987)

NaNO3 : 2 g, MgSO4.7H2O : 0,5 g, K2HPO4 : 1 g,
KCl : 0,5 g, FeSO4 : 0,01 g, saccharose : 30 g, agar-
agar : 20 g, eau distillée : 1000 ml.

Milieu glucose-mineral salt (GMS)
(Congly et Hall, 1976 In Dhingra et
Sinclair, 1987)

Glucose : 30 g, KH2PO4 : 1 g, MgSO4.7H2O : 0,5 g,
MnSO4.H2O : 0,5 mg, Na2MoO4.2H2O : 10 µg,
KNO3 : 2 g, K2HPO4 : 0,9 g, ZnSO4.7H2O : 0,05 mg,
CuSO4.5H2O : 0,16 mg, eau distillée : 1000 ml.

Trois milieux de culture sont utilisés à titre comparatif: le milieu Potato Dextrose Agar

(PDA), le milieu Czapeck-Dox Agar (CDA) et le milieu glucose-mineral salt (GMS)

additionné d’agar-agar (Tableau 1). Ces milieux sont autoclavés à 120 °C. Tous les milieux de

culture, en surfusion à 45 °C, sont additionnés de chloramphénicol à raison de 100 mg/litre et

coulés dans des boîtes de Petri de 90 mm de diamètre.

Trois boîtes de Petri sont coulées pour chaque milieu de culture et l’essai a fait l’objet

de trois répétitions.
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II.1.3 Évaluation de la croissance mycélienne et de la sporulation

Un implant mycélien de 5 mm de diamètre, prélevé en bordure d’une jeune colonie de

V. dahliae, est déposé au centre de chaque boîte de Petri contenant l’un des sept milieux de

culture. Les boîtes de Petri sont incubées à l’obscurité à 25 °C. Après 7 jours d’incubation, la

croissance mycélienne est évaluée par mesure des deux diamètres orthogonaux de chaque

colonie.

II.1.4 Effet sur la sporulation

Après dix jours d’incubation, 4 disques mycéliens de 5 mm de diamètre sont prélevés

sur la même ligne de chaque boîte et introduits dans un tube à essai contenant 1 ml d’eau

distillée stérile. Après agitation mécanique, le comptage des conidies s’effectue à l’aide d’une

cellule de Malassez. Chaque boîte a fait l’objet de trois répétitions à raison de dix lectures par

répétition.

Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne et de la sporulation de

l’isolat P3 de V. dahliae sont calculés par rapport aux milieux qui ont induit la croissance ou

la sporulation les plus élevées.

II.2 Étude de l’effet in vivo du compost sur la verticilliose de la tomate

II.2.1 Préparation du matériel fongique

Des implants mycéliens sont prélevés à partir d’une culture de l’isolat P3 de V. dahliae

sur milieu PSA et introduits dans un tube à essai contenant de l’eau distillée stérile. Après

agitation mécanique, afin de libérer les conidies, 2 ml de cette suspension sont étalés à la

surface de boîtes de Petri contenant le milieu PSA afin d’obtenir des cultures polysporales.

Après 5 jours d’incubation à 25 °C et à l’obscurité, des suspensions conidiennes sont

préparées par lavage des cultures par l’eau distillée stérile et filtration à travers quatre couches

de gaze stérile. La concentration est ajustée à 106 conidies/ml à l’aide de l’eau distillée stérile

contenant 0,02 % de Tween 20 et 0,5 % de gélatine.

II.2.2 Préparation des pépinières

Des semences de tomate Lycopersicon esculentum Mill. appartenant à la variété

Campbell 33 sont désinfectées superficiellement à l’hypochlorite de sodium dilué à 1%,

rincées abondamment à l’eau distillée stérile et séchées.
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Dans des bassines en polyéthylène perforées à la base, remplies de sol ou de la tourbe

ou encore de l’un des deux substrats mélangé avec le compost à une concentration de 50%,

les semences sont introduites d’une façon alignée, tout en gardant le même espace entre elles.

Trente graines sont déposées par bassine.

Les bassines couvertes d’un film plastique de 20 μm d’épaisseur pendant deux à trois 

jours pour assurer une bonne germination puis placées sous une serre en plastique. Vingt jours

après semis (JAS), le nombre de plantules est compté; ces dernières sont récupérées et leurs

racines sont débarrassées de leurs substrats par un léger mouvement.

II.2.3 Inoculation

Les racines de vingt plantules, pour chaque substrat, sont trempées dans une suspension

conidienne de l’isolat P3 pendant 15 min. Les racines des plantules témoins sont trempées

dans l’eau distillée stérile au lieu de la suspension conidienne. Les plantules sont ensuite

repiquées dans leurs substrats d’origine et les pépinières sont replacées dans la serre pendant

quatre semaines.

II.2.4 Dispositif expérimental

Deux lots ont été préparés pour les essais en pépinières, un lot dont les plantules ont été

inoculées par la suspension conidienne de V. dahliae et un lot témoin. Les pépinières sont

arrangées en un dispositif complètement aléatoire (CRD) sous une serre plastique.

L’expérience est répétée deux fois, le premier essai à la fin du printemps (Mai-Juin) et le

deuxième à la fin de l’été (Août-Septembre).

II.2.5 Évaluation du degré d’infection

La taille des plantes est mesurée à la fin du bioessai en pépinières, soit quatre semaines

après l’inoculation par le pathogène. L’indice de rabougrissement(IR), correspondant à la

réduction de la taille de l’épicotyle chez les plants inoculés par rapport aux plants témoins, est

calculé selon la formule établie par Douira et Lahlou (1989) :

M-X
IR 100

M
 

où : IR: Indice de rabougrissement ;
X : Taille de l’épicotyle des plantes inoculées ;
M : Taille moyenne des plantes témoins pour chaque substrat.
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Le degré d’altération des feuilles est noté sur les vingt plants selon le barème de Douira

et Lahlou (1989) ci-dessous.

Note Apparence des feuilles

0
1
2
3
4
5

Feuilles d’apparence saines
Feuilles cotylédonaires : flétrissement ou jaunissement
Feuilles cotylédonaires : chute
Feuilles vraies : flétrissement ou jaunissement
Feuilles vraies : nécrose
Feuilles vraies : chute

Les notes rapportées au nombre de feuilles constituent l’indice d’altération

foliaire(IAF), calculé selon la formule ci-dessous. Un indice moyen est ensuite calculé pour

chaque lot de plantes.

× i

t

i( x )
IAF=

6 N F

  




où : IAF : Indice d’altération foliaire ;
i : Notes d’apparence des feuilles 0 – 5 ;
xi : Nombre de feuilles présentant la note i ;
NtF : Nombre total de feuilles.

La présencede V. dahliae est recherchée dans les racines, l’hypocotyle et l’épicotyle de

6 plants de tomate par essai. Ces parties sont désinfectées par trempage rapide dans l’alcool

90°, rincées plusieurs fois avec l’eau distillée stérile, séchées sur du papier filtre et découpées

en fragments de 2 mm de longueur. Les trois sections sont manipulées séparément pour éviter

leur contamination.

Pour chaque plant, trois à six fragments par section sont enfoncés verticalement dans

des boîtes de Petri stériles contenant l’eau gélosée (20 g d’agar-agar/1000 ml d’eau distillée)

stérilisée à 120 °C.

Après une semaine d’incubation à 25 °C et à l’obscurité, la notation des résultats

consiste en la présence (+) ou l’absence (-) du mycélium, ou éventuellement des

microsclérotes de V. dahliae autour des fragments végétaux.

Le pourcentage de colonisation des différentes parties végétales est calculé selon la

relation suivante :
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i
i

t

N
%C = ×100

N

Où : i : Section végétale donnée : Racine, Hypocotyle, Epicotyle ;
% Ci :Taux de colonisation de i ;
Ni : Nombre de plantes ayant hébergé le pathogène dans la section i ;
Nt : Nombre total de plantes.

II.3 Analyses statistiques

Les analyses de variance sont effectuées après transformation des pourcentages en

ArcSin√P et les moyennes sont comparées par le test de Newman & Keuls au seuil de 5 %. 

III. RÉSULTATS

III.1 Effet in vitro des extraits de compost sur Verticillium dahliae

Les diamètres moyens des colonies de l’isolat P3 de V. dahliae et son aptitude à

sporuler ainsi que les pourcentages d’inhibition de ces deux paramètres sont consignés dans le

Tableau 2.

Tableau 2 : Croissance mycélienne et sporulation de V. dahliae en fonction du milieu de

culture.

Milieu Croissance
(mm)

Inhibition (%) Sporulation
(106 conidies/ml)

Inhibition (%)

PDA 61,27 – 150,10 65,74 e

Czapeck-Dox 39,22 35,98 b 270,79 38,21 f

GMS 47,94 21,75 c 438,32 --

MECG 120° 56,94 7,06 d 83,57 80,93 d

MECsG 120° 53,44 12,77 cd 59,06 86,53 c

MECG 80° 2,5 95,91 a 1,60 99,62 b

MECsG 80° 0 100 a 0 100 a

Dans la même colonne, les valeurs affectées de la même lettre ne diffèrent pas significativement au seuil de 5 % selon le test de Newman &
Keuls.

PDA : Milieu Potato-Dextrose-Agar;
Czapeck-Dox : Milieu Czapeck-Dox Agar (Sivaprakasam & Rajagopalan, 1974);
GMS :Milieu glucose-mineral salt (Congly & Hall, 1976);
MECG : Milieux à base d’extrait de compost additionnés de glucose et stérilisés à 120 °C

(MECG 120°) ou à 80°C (MECG 80°);
MECsG : Milieux à base d’extrait de compost sans glucose et stérilisés à 120 °C (MECsG120°)

ou à 80 °C (MECsG 80°).
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Les milieux de culture à base d´extraits de compost (MEC)avec ou sans glucose

stérilisés à 120 °C ont induit des pourcentages d’inhibition très faibles, de 7,06 % et 12,77 %

respectivement pour les milieux MECG et MECsG, par rapport au milieu PDA qui s’est

montré le plus favorable à la croissance mycélienne de cet isolat.

Ces pourcentages ont été même plus faibles que ceux notés pour les milieux

synthétiques de référence et qui sont de l’ordre de 21,75 % pour le milieu GMS et 35,98 %

pour le milieu Czapeck-Dox.

Par contre, les milieux MEC stérilisés à 80 °C ont fortement réduit la densité du

mycélium qui est devenu presque translucide (Figure2). Les milieux MECG et MECsG

stérilisés à 80 °C ont permis une inhibition totale ou presque de la croissance mycélienne de

l’isolat P3 de V. dahliae, le milieu MECsG étant le plus suppressif (Figure2).

L’aptitude de l’isolat P3 à sporuler est plus prononcée sur le milieu GMS avec

438,32.106 conidies/ml, suivi du milieu Czapeck-Dox Agar (270,79.106 conidies/ml),alors

que le milieu PDA, avec 150,1.106 conidies/ml, vient au troisième rang bien qu’il soit le plus

favorable à sa croissance mycélienne.

Contrairement à la croissance mycélienne, l’apport de glucose aux milieux MEC a

significativement affecté la sporulation des colonies de V. dahliae. Les milieux MEC stérilisés

à 120 °C ont réduit la sporulation de 80,93 % à 86,53 %, alors que le milieu MECsG stérilisé

à 80 °C a complètement inhibé la sporulation de l’isolat P3. En ajoutant le glucose à ce

milieu, le pourcentage d’inhibition a légèrement diminué (99,62 %).Sur les milieux MEC, une

zone d’antibiose a été détectée autour des colonies et surtout autour des implants mycéliens en

absence de croissance mycélienne dans les milieux stérilisés à 80 °C (Figure2).

III.2 Effet in vivo du compost sur la verticilliose de la tomate

La Figure3 illustre les pourcentages de germination des semences de la tomate dans les

pépinières en fonction des différents substrats de culture, vingt jours après semis.

À l’exception du sol, tous les substrats de culture ont induit une germination totale

(100%) ou presque des semences, à en juger par les pourcentages de germination qui ne

diffèrent pas significativement entre eux. Le sol, avec un pourcentage de germination de 73,3

% s’écarte largement de tous les traitements.
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Figure 2 : Croissance diamétrale et densité mycélienne de V. dahliae.

A : Diamètres des colonies de l’isolat P3 de V. dahliae dans les différents milieux de culture ;
B : Comparaison entre la densité du mycélium sur le milieu PDA (à gauche) et le milieu à base d’extrait de

compost stérilisé à 120 °C (à droite) ;
C : Détection d’une zone d’antibiose sur le milieu à base d’extrait de compost stérilisé à 80 °C.
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Figure 3 : Pourcentages moyens de germination des semences de tomate de la variété Campbell 33 en

pépinières en fonction des différents substrats.

C + T : Tourbe amendée de compost à un taux de 50 % ; C + S : Sol amendé de compost (50 %).
Chaque valeur est la moyenne de deux expériences indépendantes avec deux répétitions par expérience. Les barres surmontées de la même
lettre ne diffèrent pas significativement au seuil de 5% selon le test de Newman & Keuls.

Le Tableau 3 rapporte les tailles et les indices de rabougrissement et d’altération foliaire

moyens des plants de tomate inoculés par V. dahliae dans les différents substrats de culture.

Tableau 3 : Taille, indices de rabougrissement et d’altération foliaire moyens des plants de
tomate de la variété Campbell 33 inoculés par V. dahliae en pépinière en fonction du substrat
de culture.

Taille (cm)
IR (%) IAF (0-5)

P3 (+) P3 (-)

Sol 8,215 c 19,27 d 57,355 a 0,285 a

Tourbe 35,67 a 45,58 a 21,76 b 0,265 a

Compost + Tourbe 35,64 a 36,08 b 1,22 c 0,017 b

Compost + Sol 24,53 b 28,67 c 14,315 b 0,054 b

(+) : en présence de P3 IR : Indice de Rabougrissement
(-) : en absence de P3 IAF : Indice d’Altération Foliaire

Chaque valeur est la moyenne de deux expériences indépendantes.
Dans la même colonne, les valeurs affectées de la même lettre ne diffèrent pas significativement au seuil de 5% selon le test de Newman &
Keuls.

aa a

b
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Ainsi, la taille la plus faible et l’indice de rabougrissement (IR) le plus élevé sont

obtenus chez les plants cultivés dans le sol, respectivement de 8,21 cm et 57,35 %, alors que

IR le plus faible (1,22 %) est observé chez les plants cultivés dans un mélange de compost et

de tourbe à un taux de 50%.

Bien que la tourbe seule ait induit une croissance des plants (45,58 cm) plus élevée que

celle induite par le sol amendé de compost (28,67 cm), leurs IR sont statistiquement

similaires, respectivement de 21,76 et 14,31 %.

Deux groupes homogènes ont pu être distingués en fonction des Indices d’Altération

Foliaire (IAF) ; le premier comporte les lots réalisés dans le sol ou dans la tourbe, le deuxième

comporte les lots réalisés dans les deux substrats amendés de compost. La meilleure

protection des feuilles a été obtenue chez les plants cultivés dans la tourbe amendée de

compost, à en juger par l’IAF moyen qui est le plus faible (0,017). L’IAF le plus important a

été noté chez les plants cultivés dans le sol et qui est de 0,285.

% Réduction
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Figure 4 : Pourcentages de réduction des indices de rabougrissement et d’altération foliaire des plants

de tomate de la variété Campbell 33 cultivés en pépinières dans différents substrats par rapport aux

témoins.

C + T : Tourbe amendée de compost à un taux de 50% ; C + S : Sol amendé de compost (50%).
Chaque valeur est la moyenne de deux expériences indépendantes.
Pour chaque paramètre étudié (IR ou IAF), les barres surmontées de la même lettre ne diffèrent pas significativement au seuil de 5% selon le
test de Newman & Keuls.
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La Figure4 illustre les pourcentages de réduction des IR et IAF en fonction des

différents types de substrats par rapport aux plants cultivés dans le sol. Il ressort de cette

figure que la tourbe amendée de compost est le traitement qui a entraîné la plus forte

réduction de l´IR (97,87 %), suivie du sol amendé de compost (75,04 %). La tourbe seule a

réduit cet indice de 62,06 % seulement. Les pourcentages moyens d’inhibition obtenus par ces

deux derniers traitements ne diffèrent pas significativement entre eux.

Les deux substrats amendés de compost ont induit des pourcentages très élevés de

réduction de l´IAF et qui ne diffèrent pas significativement entre eux, respectivement de

94,03 % pour le compost + tourbe et de 81,05 % pour le compost + sol. La tourbe seule a

engendré un faible pourcentage de réduction de l´IAF par rapport à celui noté chez les plants

cultivés dans le sol, qui est de 7,01%. En effet, ces plants étaient nécrosés et même défoliés

(Figure 5).

Le tableau 4 illustre les aptitudes parasitaires de la souche P3 de V. dahliae en fonction

des différents substrats de culture, ainsi que la détection du mycélium de Verticillium sp. dans

les plants de tomate non inoculés par l’isolat P3.Tous les plants inoculés par P3 et cultivés

dans le sol ont observé une migration du pathogène dans les trois sections végétales. En effet,

les vaisseaux de ces organes, en particulier les racines, étaient obturés par le pathogène

(Figure 5G).

Verticillium sp. aaussi été isolé, entre autres, à partir des racines de 33,33 % plants

témoins non inoculés et cultivés dans le sol, ce qui montre que le sol utilisé est infesté par des

propagules de Verticillium sp.

Le réisolement à partir des plants inoculés par P3 et cultivés dans la tourbe seule a

révélé la présence du pathogène dans toutes les sections de 16,66 % des plants et sa migration

jusqu’au niveau de l’hypocotyle des autres plants alors qu’aucun plant témoin n’a hébergé le

pathogène dans les lots cultivés dans la tourbe.

Seulement 25 % des plants de la composante tourbe amendée de compost ont permis la

pénétration de V. dahliae dans leurs racines et aucun plant n’a montré la migration de ce

pathogène au-delà des racines, alors que les plants témoins de ce mélange n’ont montré

aucune infection ni par ce pathogène, ni par d’autres espèces de champignons (Tableau 4).

Le quatrième lot de plants, inoculés par l’isolat P3 et cultivés dans le sol amendé de

compost a confiné le pathogène au niveau des racines de 41,66 % des plants, alors que les
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Figure 5 : Essai in vitro sur la verticilliose de la tomate. A : Plants de tomate inoculés par V. dahliae
P3 et cultivés : a : dans le sol ; b : dans la tourbe, c : dans le sol amendé de compost ; d : dans la
tourbe amendée de compost. e : comparaison entre les plants cultivés dans le sol seul (à gauche) ou
amendé de compost (à droite), f : comparaison entre les plants cultivés dans la tourbe seule (à droite)
ou amendée de compost (à gauche).
B : Fragments d’hypocotyle des plants de tomate ; à gauche : cultivés dans le sol et dont les vaisseaux
sont obturés et entourés par des microsclérotes de V. dahliae P3 ; à droite : cultivés dans le sol amendé
de compost avec absence de microsclérotes de V. dahliae.
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autres plants n’ont pas été infectés (Figure 5e). Seulement 8,33 % des plants témoins de ce lot

ont été colonisés par un mycélium de Verticillium sp.

IV. DISCUSSION

Le sol et les substrats de culture peuvent avoir une aptitude naturelle à réduire

l’incidence des maladies des plantes, ils sont alors dits "suppressifs". Cette suppression est

assurée soit par la réduction de la croissance et de la survie saprotrophique du pathogène soit

par la réduction de l’expression de la maladie, soit par les deux mécanismes ensemble

(Cotxarrera et al., 2002).Cependant, la majorité des sols ne sont pas suppressifs et le contrôle

de ces maladies est basée principalement sur la lutte chimique (Tian et al., 2002), quoique

l’intérêt porté à l’usage de moyens de lutte biologique, tels que les composts et leurs extraits,

a augmenté considérablement durant ces deux dernières décennies avec l’augmentation du

souci vers une agriculture durable (Małolepsza, 2006). 

L’impact de l’extrait de compost sur la croissance et la sporulation in vitro d’un isolat

de V. dahliae a été étudié dans ce travail après stérilisation afin d’éliminer l’effet direct des

microorganismes qui l’habitent et dont le développement pourrait aussi fausser les résultats.

En effet, l’utilisation d’un extrait de compost de fumier à l’état frais dans un milieu de culture

a entravé l’estimation des diamètres des colonies des champignons pathogènes testés et en

particulier ceux de Phytophthora erythroseptica (Znaïdi, 2002).

Les milieux à base d’extrait de compost autoclavés à 120 °C ont faiblement inhibé la

croissance diamétrale par rapport aux milieux de référence. Cependant, la densité du

mycélium de ce pathogène a été fortement réduite dans ces milieux.Un effet similaire des

extraits de compost a été observé par Widmer et al. (1998) et Znaïdi (2002), respectivement

sur Phytophthora nicotianae et P. erythroseptica. Ces auteurs ont également remarqué que

c’est la densité mycélienne des pathogènes qui est beaucoup plus affectée que leur croissance

radiale.

Par contre à 80 °C, les milieux à base d’extrait de compost ont complètement inhibé la

croissance diamétrale de V. dahliae. De plus, une zone d’antibiose a été détectée sur les

cultures autour des implants mycéliens de V. dahliae, ce qui montre la présence de substances

inhibitrices de nature chimique et, probablement protéique puisque leur effet n’est plus

marquant au-delà de 80 °C. La sporulation de V. dahliae a été fortement réduite par les

milieux à base d’extrait de compost autoclavés à 120 °C et complètement inhibée à 80 °C.
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Tableau 4 : Aptitudes parasitaires de la souche P3 de V. dahliae sur les plants de tomate en pépinières et fréquence de réisolement de ce pathogène en fonction des différents
substrats de culture.

Aptitude parasitaire de P3 Fréquence de réisolement

1er essai 2ème essai
R H E

P
l1

P
l2

P
l3

P
l4

P
l5

P
l6

P
l1

P
l2

P
l3

P
l4

P
l5

P
l6

Sol P3 (+) RHE + RHE + RHE + RHE + RHE + RHE + RHE + RHE + RHE + RHE + RHE + RHE + 100 100 100

P3 (-) R + – – – – R + – R + – – R + – 33,33 0 0

Tourbe P3 (+) RHE + RH + RH + RH + RH + RHE + RH + RH + RH + RH + RH + RH + 100 100 16,66

P3 (-) – – – – – – – – – – – – 0 0 0

C+T P3 (+) – – R + – R + – – – R + – – – 25 0 0

P3 (-) – – – – – – – – – – – – 0 0 0

C+S P3 (+) R + R + – R + – – – R + – R + – – 41,66 0 0

P3 (-) – – – – – – – R + – – – – 8,33 0 0

(+) : Présence de P3 (–) : Absence de P3 Pl : Plante S : Sol T : Tourbe
C + T : Tourbe amendée de compost à un taux de 50% C + S : Sol amendé de compost à un taux de 50%.
R : Racine H : Hypocotyle ; E : Épicotyle
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L’utilisation du glucose comme support nutritif a pour but d’éliminer l’éventualité

d’attribution de l’effet suppressif des extraits à un manque de sources de carbone. En effet, les

milieux MECG (avec glucose) ont induit des pourcentages d’inhibition, similaires

statistiquement à ceux induits par les milieux MECsG (sans glucose), ce qui prouve que

l’effet suppressif des extraits n’est pas dû à un manque d’éléments nutritifs.

Hibar et al. (2006) ont montré que la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.

sp. radicis-lycopersici a été réduite de moitié suite à l’addition dans le milieu de culture d’un

extrait de compost frais et de 70 % par le même extrait lorsqu’il est amélioré. Ce même extrait

a entraîné le pourcentage d’inhibition le plus important de la croissance mycélienne de

Phytophthora erythroseptica et de 3 espèces de Fusarium, agents responsables de la

pourriture des tubercules de pomme de terre (Znaïdi, 2002).

La présence de zones d’antibiose a été aussi rapportée par Znaïdi (2002) et par

Copeman et al. (2000) respectivement dans une culture de Phytophthora erythroseptica et de

Verticillium dahliae en présence d’extraits de compost. Un effet similaire a été rapporté par

Copeman et al. (2000) sur la croissance radiale de Botrytis cinerea en présence de culots

d’extraits de compost centrifugés, in vitro, en laissant une zone large entre les mycéliums du

pathogène et des antagonistes. Bien que le mécanisme responsable de l’effet suppressif de ces

extraits demeure largement un mystère, Cronin et al. (1996) ont démontré que des composés à

faible poids moléculaires sont requis pour la lyse in vitro des conidies de Venturia inequalis.

Il semble d’ailleurs que le principe actif d’un extrait de compost de fumier repose sur des

petites molécules stables à la chaleur qui ne sont pas de nature protéique et qui sont produites

par des microorganismes anaérobies (Berner et al., 2004).En effet, ces microorganismes

anaérobies présentent une activité abondante dans les extraits de compost durant la phase

d’extraction et excrètent des métabolites secondaires toxiques qui seraient responsables de la

protection contre les phytopathogènes.

L’inhibition de la croissance et la sporulation de V. dahliae par les extraits stérilisés

indique que des facteurs chimiques résistants à la chaleur sont impliqués. Ces facteurs seraient

responsables de l’induction de la résistance systémique acquise qui parait se baser plus sur un

renforcement des réactions de défense des plantes contre les infections que sur une activation

d’organismes antagonistes (Berner et al., 2004).En effet, en plus des microorganismes

antagonistes, la résistance systémique peut être aussi induite par des composés chimiques
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(Maurhofer et al., 1994 ; Leeman et al., 1995 ; Pieterse et al., 1996 ; De Meyer et Höfte,

1997 ; Horst et al., 2005).

Dans ce contexte, l’acide acétique a été détecté à des concentrations plus élevées dans

un compost suppressif de Phytophthora nicotianae que dans un compost réceptif (Widmer et

al., 1998). De même, l’activité d’un extrait de compost a été similaire à celle de l’acide

salicylique contre Pseudomonas syringae (Zhang et al., 1998). Ceci confirme que des facteurs

chimiques sont mis en jeu dans la suppression des pathogènes par le compost et ses extraits.

Berner et al. (2004) ont également signalé que des substances nématicides, telles que

l’ammonium, les aldéhydes et les phénols ainsi que les toxines produites par le compost

seraient, entre autres, responsables de l’action antagoniste du compost sur les populations de

nématodes. Ces toxines, en dehors des plantes, jouent un rôle dans l’antibiose générale par

certains microorganismes qui les produisent et qui doivent être capables de résister aux effets

de leurs propres toxines (Knoche et Duvich, 1988).Ce qui permet de conclure que des

métabolites secondaires excrétés par certains microorganismes durant l’extraction semblent

être responsables de la suppression des pathogènes testés.

Par ailleurs, la suppression ou l’inhibition in vitro de la croissance et de la sporulation

de V. dahliae par les milieux préparés à base d’extrait de compost, suggère l’aptitude de ce

compost à supprimer in vivo la verticilliose sur les plantes de tomate.

Les essais de lutte biologique contre V. dahliae dans les pépinières ont d’abord

confirmé l’aptitude pathogène de l’isolat P3 sur les plantes de tomate rapportée par Douira et

Lahlou (1989). Cet isolat a entraîné, chez les plants témoins, cultivés dans le sol et n’ayant

subit aucun traitement, des indices de rabougrissement qui se rapprochent de ceux rapportés

par Douira et Lahlou (1989) pour le même isolat et qui fluctuent entre 30 et 70%.

Les symptômes induits par l’isolat P3 de V. dahliae sur les plants de tomate incluent un

rabougrissement intense, une chlorose, une sénescence précoce des feuilles, un flétrissement

et même une défoliation. En effet, ce champignon cause des pertes importantes de rendement

allant jusqu’à 50% (Powelson, 1979 ; Davis et Sorensen, 1986). Cette perte de rendement a

été attribuée à une diminution de la photosynthèse et de l’apport de nutriments requis pour la

croissance des plantes, suite à une diminution de la surface foliaire (Bowden et Rouse, 1991a,

b), mais aussi à une diminution des échanges gazeux par unité de surface foliaire (Gent et al.,

1999).
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La tourbe utilisée comme seul substrat de culture en pépinières a fortement réduit le

rabougrissement des plants, mais n’a eu aucun effet sur l’altération des feuilles. Cependant,

lorsque ce substrat est amendé de compost, le rabougrissement est encore plus réduit et les

feuilles ne présentent presque aucun symptôme de chlorose. Ceci s’explique par le fait que la

tourbe et le compost ont tous les deux favorisé la croissance végétative des plants, alors que le

compost a supprimé le développement du pathogène.

Le même résultat a été rapporté par Hibar et al. (2006), en utilisant une tourbe traitée

avec un extrait de compost, quiont obtenu des plantes qui ne présentent aucun signe de

flétrissement dû à l’inoculation par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici et qui

présentent un système racinaire vigoureux et une meilleure croissance végétative.

Plusieurs chercheurs ont aussi montré que la tourbe noire fortement décomposée utilisée

comme seul substrat de culture est favorable aux pathogènes (Hoitink et al., 1996 ; Zhang et

al., 1998 ; Cotxarrera et al., 2002 ; Pharand et al., 2002 ; Kavroulakis et al., 2005 ; Raviv et

al., 2005).Par contre, certains d’entre eux ont obtenu des résultats positifs contre Fusarium

oxysporum en additionnant des composts de différentes sources (Cotxarrera et al., 2002 ;

Kavroulakis et al., 2005 ; Raviv et al., 2005). Ils ont attribué cet effet, au moins partiellement,

à l’activité antagoniste de la microflore du compost dont la composition et les profils

physiologiques diffèrent de ceux de la microflore de la tourbe (Tuitert et al., 1998 ; Borrero et

al., 2006).

Le compost, utilisé comme amendement du sol, a fortement réduit la verticilliose des

plants de tomate à un niveau proche ou similaire à celui obtenu par la tourbe amendée de

compost, respectivement en terme de rabougrissement ou d’altération foliaire. Ceci confirme

que la suppression de la maladie chez les plants cultivés dans la tourbe amendée de compost

est essentiellement due au compost. En effet, la substitution totale ou partielle de la tourbe en

horticulture par les composts de qualité pourrait être un nouveau marché pour ces derniers

(Veeken et al., 2005).

Il a été montré par plusieurs auteurs que les amendements organiques du sol peuvent

supprimer les maladies causées par les pathogènes telluriques tels que Pythium spp. (Ben-

Yephet et Nelson, 1999 ; Pascual et al., 2000), Phytophthora spp. (Hoitink et Boehm, 1999 ;

Widmer et al., 1998),Fusarium spp. (Pharand et al., 2002 ; Reuveni et al., 2002 ; Kavroulakis

et al., 2005 ; Borrero et al., 2006), Sclerotinia sp. (Boulter et al., 2002), Rhizoctonia spp.
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(Tuitert et al., 1998 ; Krause et al., 2001 ; Diab et al., 2003) et V. dahliae (Gent et al., 1999 ;

Shetty et al., 2000 ; Tenuta et al., 2002 ; Bailey et Lazarovitz, 2003).

Cette suppression a été souvent attribuée à la microflore du compost et un nombre de

bactéries et de champignons, réputés pour leur antagonisme à l’égard des phytopathogènes

telluriques, isolés à partir de différents composts (Phae et al., 1990 ; Cotxarrera et al., 2002 ;

Carisse et al., 2003).Ces microorganismes contribuent à la suppression des maladies via

quatre mécanismes principaux : compétition, antibiose, parasitisme/prédation et induction de

la résistance systémique (Hoitink et Boehm, 1999).

Toutefois, la suppression de la verticilliose de la pomme de terre, suite à l’amendement

du sol par le compost a été attribuée à l’augmentation de l’échange gazeux des plantes par

unité de surface foliaire (Gent et al., 1999).Tenuta et al. (2002) ont montré que les acides gras

volatils contenus dans le fumier de porc liquide étaient responsables de sa toxicité sur les

microsclérotes de V. dahliae dans un champ de pomme de terre (Conn et Lazarovits, 1999,

2000).

D’un autre côté, alors que la présence du pathogène a été décelée jusqu’à l’épicotyle des

plants cultivés dans le sol et dans la tourbe, les plants cultivés dans ces deux substrats

amendés de compost ont confiné le pathogène au niveau des racines ou l’ont même empêché

de pénétrer ces organes. La suppression des symptômes de verticilliose chez les plants

cultivés dans ces deux substrats est alors due en grande partie à l’inhibition de l’aptitude du

pathogène à pénétrer dans les tissus vasculaires des plants.

Des résultats similaires ont été obtenus sur des plantes de tomate cultivées dans un

substrat constitué de compost qui ont présenté une amélioration de la capacité défensive

contre Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici par rapport aux plantes cultivées dans la

tourbe. Bien que la viabilité du pathogène et sa croissance dans les substrats de culture n’ont

pas été affectées, celui-ci n’a pas été capable de pénétrer et de coloniser les tissus racinaires

des plantes (Kavroulakis et al., 2005).

Des observations histologiques et cytologiques d’échantillons de racines de tomate

inoculés par ce pathogène ont révélé que l’effet bénéfique du compost sur la réduction des

symptômes est associé à une augmentation de la résistance des plantes à la colonisation par le

pathogène due essentiellement à la formation de barrières physiques aux sites de pénétration

du champignon, traduite par des dépôts de parois riches en callose (papilles) (Pharand et al.,

2002).

Bulletin de la Société Royale des Sciences de Liège, Vol. 83, 2014, p. 10 - 34



30

Par ailleurs, la détection de propagules de Verticillium sp. dans les racines de certains

plants témoins indique que le sol de Mamora est infesté par une espèce de Verticillium non

identifiée, mais dont l’agressivité est peu importante puisque ce champignon n’a pas pu

migrer au-delà des racines des plantes témoins.

Cependant, des facteurs chimiques du compost non identifiés sont aussi responsables de

cette activité suppressive comme a été déjà montré. Dans ce sens, Kavroulakis et al. (2005)

ont également suggéré que les effets d’un compost de déchets d’olive contre Septoria

lycopersici sur la tomate incluent des facteurs biologiques et chimiques.

V. CONCLUSION

Les essais de lutte biologique par un compost de déchets urbains solides et son extrait

aqueux contre V. dahliae agent de la verticilliose de la tomate ont porté respectivement, in

vitro et in vivo, sur les deux stades du cycle de vie de ce pathogène et sur son aptitude

parasitaire et son pouvoir pathogène.

Ainsi, tous les milieux de culture à base d’extraits de compost ont inhibé la croissance

mycélienne et la sporulation du pathogène à des degrés variables. Les pourcentages

d’inhibition les plus élevés ont été obtenus sur les milieux stérilisés à 80°C et sans apport de

glucose. L’apport de glucose dans les milieux reste sans effet sur la croissance mycélienne de

V. dahliae alors que la stérilisation des milieux à une température de 80°C permet une

inhibition complète de la croissance mycélienne et de la sporulation de ce pathogène.

Il est à noter que pour une température de stérilisation élevée, l’inhibition du pathogène

a porté sur la densité mycélienne plutôt que sur la croissance diamétrale. Cette inhibition de la

croissance et de la sporulation du pathogène ainsi que la détection d’une zone d’antibiose

autour des implants mycéliens sont tous des indices qui indiquentla présence dans les extraits

de compost de métabolites toxiques, de nature probablement protéique, excrétés par certains

microorganismes durant l’extraction ou accumulés durant le processus de compostage dans le

produit fini.

Les résultats obtenus in vitro ont trouvé confirmation in vivo. En effet, le compost

utilisé comme amendement du sol a réduit le rabougrissement et l’altération foliaire des plants

de tomate inoculés par V. dahliae en pépinières à un niveau proche ou similaire à celui obtenu

par la tourbe amendée de compost. Les deux traitements ont surpassé l’effet de la tourbe

seule. Le compost utilisé dans ce travail peut donc être préconisé comme substitut partiel de la
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tourbe ou comme un constituant des mélanges de substrats en pépinières. La réduction de la

verticilliose dans les substrats amendés de compost est fortement liée à la stimulation de la

croissance végétative des plants, mais surtout à l’inhibition de la pénétration et de la

colonisation des tissus vasculaires des plants de tomate par V. dahliae et probablement même

à la réduction de sa population dans le sol et la rhizosphère.

Les résultats des essais in vitro et in vivoindiquent que différents principes actifs

peuvent être responsables de la protection des plantes de tomate contre la verticilliose par le

compost et que ces principes actifs incluent vraisemblablement des facteurs biologiques et

chimiques.
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