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INTRODUCTTION,

-l e il m i w lw lwS aellell -

D'apres CRAMER (1967) les pertes causées aux cultures

Y

par les champignons sont estimées a 25, 000 millions de dollars par an, ce

qui représente 18 % de la production agricole mondiale annuelle. L'exem-

-~

ple bien connu de 1'épidémie due 3 Phytophthora infestans sur la pomme de

terre qui provoqua en Irlande pendant les années 1845-46 la mort d'l mil-
lion d'habitants et 1'émigration de 1,500,000 Irlandais justifie l'inquiétu- -
de des hommes face & ce fléau, Pourtant la lutte contre les maladies des
plantes, selon HORSFALL (1956), a commencé depuis que l'homme a cessé

d'étre arboricole pour devenir cultivateur,

Le premier produit utilisé pour lutter contre les ravageurs
des plantes est sans doute le soufre (McCALLAN, 1967 ; TWEEDE, 1967),
D'apres ces mémes auteurs, la prémiére utilisation de ce produit n'est pas da-
tée mais ils prétendent que ses propriétés pesticides étaient bien connues des
anciens grecs depuis 1,000 avant J, -C, | environ, fait rapporté par HOMERE,
Jusqu'au 18 &me sitcle le soufre n'est plus mentionné mais différentes au-
tres recettes comme l'urine, la chaux, le fumier et la cendre sont pro?osées
pour se débarrasser des parasites des cultures, sans toutefois avoir identifié
pendant cette période les champigﬁons camme organismes pathogeénes res-

ponsables des maladies des plantes,



C'est pour la premiere fois, apres les anciens temps qu'en
I'an 1802 FORSYTH recommande le soufre pour lutter contre les ''blancs'
des arbres fruitiers, Pourtant c'est sans doute 2 Bénédict PREVOST en 1807
éu'est due la premiegre véritable étude scientifique sur l'identification de
quelques champignons et les propriétés anticryptogamiques d'un produit chi-
mique, le sulfate de cuivre, Jusqu'a la fin du 19eme sikecle, le soufre et quel-
ques substances cupriques sont alors les principaux produits anticryptogami-

ques employés,

En 1852, avec la découverte de 1a bouillie bordelaise par MIL-
LARDET une nouvelle époque commence dans la lutte contre les maladies des
plantes : c'est 1'époque du cuivre dont la prédominance, comme principe fongi-
cide, dure jusqu'en 1934, Cette année 12 TISDALLE et WILLIAMS aux U.S A,
ainsi que MARTIN en Angleterre découvrent 1'action fongicide des dithiocarba-
mates., C'est alors le début de 1'emploi des fongicides organiques qui ont donné
a l'agriculteur dgs armes importantes pour lutter contre plusieurs maladies

cryptogamiques.

Pourtant au fur et 3 mesure d'une part que nos connaissances de
la pathologie végétale se dréveloppent et que nos exigences augmentent, d'autre
part, que sont découvertes les propriétés systémiques de quelques insectici-
des et antibiotiques, plusieurs chercheurs sont amenés a mettre au point des
fongicides qui peuvent étre absorbés par les racines des plantes et Véhiculée
a 1'intérieur de celles-ci sans &tre phytotonique pour la plante. Ainsi pendant
1'année 1964, STARON et al, découvrent qu'un produit antihelminthique, le
Thiabendazole, possede les propriétés recherchées, et il peut &tre utilisé ef-

ficacement dans la pratique.

Ce fut alors le premier fongicide systémique véritable, Depuis

lors et surtout depuis 1968, un grand nombre de substances comparables sont

apparues donnant des résultats encourageants contre plusieurs champignons et
d'autres sont encore étudiées par les chercheurs du monde entier. De cette fa~-
¢on il n'est pas étonnant qu'a l'heure actuelle plusieurs phytopathologistes

croient que l'avenir appartienne. aux fongicides systémiques,



Nous avons alors décidé d'étudier un de ces nouveaux produits,
le bénomy!l qui présente un intérét particulier 3 cause de son grand spectre
d'activité contre un nombre tres élevé de parasites des plantes et surtout des
oldiums, Cette maladie présente un probléme assez important pour l'agricul-
ture de la Greéce ou les conditions climatiques favorisent ces champignons,

Comme hdte nous avons choisi le Cucumis sativus L, appartenant 3 la famille

des Cucurbitacées. Ces plantes occupent dans notre pays une surface de cul-
ture de 45. 000 ha, soit 32 % des cultures maraicheres et présentent un grand

intérét économique comme cultures intensives,

. Dans la premiere partie de ce travail, apres une breve des-
cription de la maladie et des moyens de lutte, nous identifierons le champi~
gnon parasite des concombres cultivés dans les serres du C.N.R,A, a Ver=

sailles,

Dans la deuxieéme partie nous étudierons 1'activité systémi-
que du bénomyl contre l'oldium et en particulier son transport, sa réparti-

tion et sa dégradation dans la plante,

Enfin dans la troisieéme partie nous examinerons le mode

L

d'action du produit vis A vis du parasite étudié,
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CHAPITRE I : DONNEES GENERALES,

Les chafnpignons qui provoquent la maladie des '"Blancs', appartiennent
3 la classe des ASCOMYCETES et plus précisément 3 la famille des ERYSI-
PHACEES.

Le nom d'"oidium" fut donné par RILEY (1886),uniquement pour dé=
signer les formes conidiennes des Erysiphacées, famille de parasites obli-

gatoires tres répandus sur un grand nombre de plantes cultivées,

A - LES SYMPTOMES,

Une attaque d'"oldium' sur les Cucurbitacées est caractérisée par l'exis-
tence de taches porteuses d'un mycélium superficiel, épiphyte, qui se dévelop-
pe sur les deux faces des feuilles atteintes, DEKENBACH & KORENEFF (1928 ),

ainsi que sur les tiges,

Ces taches mycéliennes ont d'abord une couleur blanche puis deviennent
brunitres, tandis que la feuille jaunit et finalement se desseche. Lorsque la
maladie est bien installée, la surface attaquée est recouverte d'une poudre

blanche d'ol provient le nom vernaculaire de "blanc' donné pour cette maladie,

Les fruits généralement ne sont pas attaqués, YARWOOD. (1957). Néan-
moins LAFON (1965) signale qu'en France il est possible d'en trouver sur des

concombres,

B - IMPORTANCE ECONOMIQUE,

Les otdiums provoquent des dégats considérables sur les Cucurbitacées
cultivées soit en serre, soit en plein champ, dans tous les pays du monde,
SZEMBEL (1930) a montré qu'une attaque d'oldium sur des concombres,provo-

que une réduction du rendement en fruits égale & 75% de la production normale,



En Grece, comme dans tous les pays méditerranéens, le climat chaud
et sec pendant 1'été favorise le développement de cette maladie qui pose un
probleme de grande importance économique dans ces régions, ou les cultu-

res horticoles possedent une grande extension,

C - MORPHOLOGIE ET BIOLOGIE DU PARASITE,

—

La contamination d'une plante par 1'oldium est réalisée soit par une co-
nidie, soit par une ascospore, La conidie, spore du stade imparfait du cham-
pignon, est en réalité une oldie formée 3 la maniere d'une phialospore née 2
l'extrémité d'un article différencié de la phialide, L'ascospore, spore du sta-
de parfait du champignon, est formée dans un asque, lui-mé&me inclus dans un

ascocarpe clos ou cleisthocarpe,

La germination des conidies est décrite par NEGER (1902), BLUMER (1933)
HOMMA (1937) et ZARACOVITIS (1964). La conidie émet un tube ou filament

germinatif, Ce tube est généralement court et produit un appressorium des qu'il

se trouve en contact avec 1'épiderme de la plante-hdte et ceci d'apres le der-
nier de-ces auteurs, méme dans des essais in vitro, Du centre de cet appres-
gorium qui peut également provenir de la prolifération du mycélium superfi-
ciel (VIENNOT -BOURGIN, 1965) un fin tube de pénétration traverse la cuticule
de la plante-hdte et forme 3 l'intérieur de la cellule épidermique une expansion
cellulaire désigné sous le nom d'haustorium ou sugoir , D'apf‘es ce méme au-

teur un seul sugoir se développe aux dépens d'un appressorium chez presque

toutes les especes d'Erysiphacées., Avec la formation de l'haustorium la phase

de fixation est terminée et commence celle de la nutrition,

HASHIOKA (1937) a montré que la germination d'une conidie commence 8
3 10 heures apres son ensemencement sur la plante-hdte, D'aprés le méme au-
teur la germination d'une conidie, a l'inverse des autres champignons, n'exige
pas une goutte d'eau pour se réaliser, mais une atmosphere saturée en vapeur
d'eau est suffisante, Tres vite se développe une tache blanche constituée par

un massif de mycélium blanc,

Sur ce mycélium et & sa périphérie, des conidiophéres en position ecto-
phyte apparaissent 4 jours apres la contamination (YARWOOD, 1957). Tls se
dressent verticalement sur la surface attaquée et ils commencent a produire

des conidies.



_ Sous certaines conditions et a une période plus ou moins avancée de la

vie végétative du champignon, les péritheéces ou ascocarpes apparaissent,

La conservation de la maladie, pendant la période hivernale, a lieu sous
forme de cleisthocarpes (quand il s'en produit), ou sous la forme de mycélium
sur d'autres plantes hotes n'appartenant pas a la famille des Cucurbitacées,
STONE (1962). On connaft par ailleurs des ofdiums qui se conservent sous for-

me de conidies détachées, viables pendant plusieurs mois,

D - EPIDEMIOLOGIE DU PARASITE,

Le climat d'une région donnée conditionne le développement et la persistan-
ce d'un agent pathogéne, LOUVET (1971). Ainsi les oldiums, comme tous les
organismes vivants, sont sensibles a certains éléments de l'environnement,
Parmi les facteurs qui agissent sur le développement et 1"extension des oldiums
nous pouvons citer :

- des facteurs climatiques : humidité - température - lumigre - vent ;

- et des facteurs liés au sol.

En réalité les intéractions entre ces facteurs sont telles qu'il est difficile
d'isoler l'effet d'un seul d'entre eux. Cependant pour la clarté de 1'exposé qui
suit nous avons tenté de préciser l'action de chacun d'eux sur la biologie et le

développement des oldiums,

1) Humidité atmosphérique :

D'apreés BRUNDZA (1933), D'ANGREMOND (1924), SCHWEIZER (1928),
et YARWOOD (1936), une atmosphere relativement s&che et une faible pluviosité
favorisent le développement des oldiums. En effet les pluies peuvent détruire
mécaniquement les conidiophores (YARWOOD, 1936), et la présence d'eau
liquide a la surface des feuilles des plantes empé&che la gerrﬁination de leurs
conidies ( CORNER 1935 ; NEGER, 1902), Ainsi d'aprés CORNER (1935),
YARWOOD (1957) et PERIES (1961),les conidies ayant séjourné. de 1 & 3 heures
dans l'eau,perdent leur capacité 2 germer, D'apres BOUGHEY (1949) dans
les régions du monde ol la pluviosité est élevée les plantes sont moins atteintes
par les oldiums, YARWOOD (1947) est arrivé a une conclusion semblable en

gtudiant le développement de l'oidium d'une mé&me plante dans de nombreuses

s .
régions du monde,



HASHIOKA (1937) constate qu'a Formose, sur concombres, 1'extension

des hyphes et la production des conidies de Sphaerotheca fuliginea sont favori-

sées par une atmosphere seche., Enfin, en serre, MESSIAEN et LAFON (1970)
considerent qu'une humidité relative de70 % permet un développement optimal

de 1'oldium chez les Cucurbitacées,

2) Température :

La température agit de différentes fagons sur la biologie des oldiums,
Ainsi la vitesse de formation des conidies et leur pouvoir germinatif sont for-
tement influencés par la température a laquelle elles sont soumises pendant
leur développement, LONGREE (1939), WELZIEN-STENDEL (1959), PERIES
(1961), MANNERS-HOSSAIN (1963).

YARWOOD (1957) signale que les oldiums peuvent en général, se déve-
lopper a des températures comprises entre 11 et 28°C avec un optimum vers
22°C, Mais l'oldium est également connu dans des région‘s tres chaudes ou la
température peut atteindre 38°C, Ainsi HASHIOKA (1937) montre que S, fuligi-
nea -sur concombres peut sé développer entre 14 et 34°C avec un optimum 2a
28°C, Cette observation est valable tant au laboratoire qu'en plein champ, a
Formose. Ces au’teurs.pensént que la température jbue un rdle important pen-

dant la période d'incubation de la maladie.

De plus, d'aprés ARYA et CHEMAWAT (1954), une grande amplitude
thermique journaliere favorise la formation des ascocarpes et ascospores des

'oi'diums .

3) Lumitre :
De nombreux chercheurs ont observé que les oldiums se développent
mieux en lumitre diffusc qu'en lumigre vive, DARROW et al, (1954), YAR-

WOOD (1949). Pourtant ce dernier auteur a souligné l'importance de la photo-

période. Ainsi en contaminant des plantes de haricots avec E, polygoni & 24°C
il constate au bout de 48 heures que le nombre d'appressoria formés et les
dimensions des colonies s'élevent en fonction de l'augmentation de la photopé-
riode jusqu'a 12 heures; au-deld de cette durée, les val&;urs de ces deux
critéeres diminuent. Des résultats semblables sont obtenus par SEMPIO (1943).
BRUNDZA (1933), raontre. que ce phénomene varie suivant les especes d'ol-

dium,
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CHEREWICK (1944) et YARWOOD (1932), ont observé que la germina-
tion des conidies est favorisée par l'exposition & la lumitre pendant leur for-
mation, Il semble que la lumiere agisse non pas directement sur le parasite
mais sur la plante hote, Ainsi TRELEASE et al, (1928) et YARWOOD (1934),
pensent que la lumiere favorise la photosynthese qui est responsable de la for-
mation des glucides, eux-mémes favorisant le développement des oldiums,
Par contre pour d'autres auteurs, WOODWARD (1927) et PERIES (1961), 1la

lumiere est insignifiante sur ces parasites,

4) Vent :

Dans le cas des oldiums de Cucurbitacées, les conidies transportées
par le vent constituent la principale source d'inoculum. Le vent agit alors sur
l'extension de la maladie car il favorise a faible ou grande distance le trans-

port de conidies, selon HIRST (1953),

De plus, ce facteur en augmentant la transpiration des plantes, permet

l'installation d'un microclimat humide favorable a la germination des conidies,

5) Facteurs 1liés au sol :

D'apres ARNAUD et M, ARNAUD (1931), plus les plantes sont vigou-
reuses, plus les risques d'attaque des oldiums sont grands. En conséquence

plus un sol est fertile et plus les plantes qui y poussent risquent d'étre malades,

Pourtant TRELEASE et al, (1928), ont observé qu'il y a une faible cor-

rélation entre la vigueur des plantes et l'incidence de 1'oldium,

En culture hydroponique, plusieurs chercheurs ont observé que l'aug-
mentation des concentrations en Bo, Si, Ii, Co, Zn , Mg ou S dans la solution
nutritive entrafne une diminution des attaques d'oldiums, Cet effet n'a pas été

observé si les expériences sont réalisées sur sols, CHEREWICK (1944),

Au terme de cette revue bibliographique nous pouvons constater que
les principaux facteurs qui favorisent l'extension des oldiums sont :
- une atmosphetre relativement seche ;

des températures comprises entre 22 et 28°C ;

une photopériode d'environ 12 heures par cycle de 2 4 heures ;

le vent,
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En Grece, les Cucurbitacées sont cultivées, soit en plein champ dans
les régions du centre et du nord du pays.surtout pendant la période estivale,
soit sous abri dans quelques régions méridionales (par exemple : Ile de la Cré-
te) ol la période hivernale douce permet la réalisation de cette culture sans
chauffage supplémentaire. Malgré leurs surfaces restreintes, ces cultures
sous abri présentent un.grand intérét économique & raison de la production

hors saison,

En ce qui concerne la culture en plein champ, on constate une concentra-
tiopn remarquable, de cette production horticole autour de la grande agglomé-
ration d'Athenes,c'est & dire les régions d'Attique, de Béotie et de 1'Eubée,
d'ou l'intéré&t de présenter les conditions climatiques de ces régions, qui nous
ont été aimablement fournies par l'Institut de la Carte Internationale du Ta-
pis Végétal de Toulouse. Nous reproduisons dans le graphique I et le tableau I,

les données climatiques de 30 & 36 années de la région d'Athenes.

Le climat d'Athenes est donc caractérisé par l'existence d'une période
seche (1) avec un indice xérothermique (2) tres élevé allant du mois d'Avril
jusqu'au mois de Septembre, c'est 2 dire colncidant avec la période de la cul-
fure des Cucurbitacées en plein champ. Ceci, oint & un vent assez fréquent
et & un ensoleillement élevé, correspond A un optimum pour le développement

de la maladie,

‘En France nos recherches ont été effectuées dans la serre du C.N,R, A,
a Versailles ol une température de 18-24°C et une humidité relative de 70-
80 % permettent l'existence de l'oldium pendant toute 1'année sur des con-

combres et des haricots,

(1) la saison seche est définie par BAGNOULS et GAUSSEN .(1953) comme tel-
le, lorsque la relation P\<2T est vérifiée, P étant la pluviosité calculée en
mm d'eau et T la température en °C pour un lieu donné,

(2) I'indice xérothermique est défini par ces mémes auteurs comme le chiffre
représentant la durée des jours biologiquement secs pour chaque mois d'une
année en un lieu donné, Est défini comme jour biologiquement sec un jour sans
pluie et dont 1'humidité relative est inférieure a 40 %, un coefficient de cor-

rection étant appliqué pour les valeurs HR supérieures a 40 %.
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TABLEAUI.

Données climatiques de la région d'Athenes,

(moyenne de 30 & 36 années),

J F M A M J J A S O N D
Température moyenne 9.1 9.5 11,5 14.9 13,3 23,7 26.9 26.7 23,3 19,0 14,3 11.0

Précipitations en mm 53 40 30 20 200 16 4 8 16 40 66 68

Jours de pluie 11 9 9 7 2 5 2 2 3 7 10 11
Humidité relative 71 70 66 60 55 51 43 44 51 63 70 73

(ndice xérothermique 19 21 22 28 28 24

GRAPHIQUXE I.

Diagramme ombrothetrmique d'Athenes,

Temperature Précipitations
moyenne en 'C en mm

a0’ 30

30°4%

20°%

9
10 4\"%*-“_@
J f

—— e lEMperature

Précipitaticns ) . T
: A0S
U\_\},

La zone hachurée représente la saison seche,
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E - METHODES ET MOYEN DE LUTTE,

Différents types de protection ont été utilisés pour lutter contre l'oldium

des Cucurbitacées,

1) Variétés résistantes :

Chez le melon uhe variété résistante 3 l'oldium a été sélectionnée vers
1935 en Californie, mais tres rapidement elle a été attaquée par une race vi-
rulente du pathogéne. Une nouvelle variété de melon résistante a la race viru-
lente a été sélectionnée ; pourtant elle aussi devait &tre abéndonn{n 2 cause de

sa sensibilité A la fusariose et de la mauvaise qualité commerciale de ses

fruits, MESSIAEN et LAFON (1970).

De plus étant donné que chez les oldiums en particulier la quantité de:
spores dans l'air peut &tre tres importante, les rares génotypes capables de
se reproduire sur un hdte résistant aux races communes, peuvent devenir ra-

pidement prédominants. La variété qui était résistante est alors attaquée par

cette nouvelle race,

Ainsi le sélectionneur rencontre d'énormes diffi‘cultés pour trouver des
sources génétiques convenables pour apporter & la fois la résistance a 1'oldium
pendant de nombreuses annéés et mainténir des performances acceptables con-
cernant la qualité et la quantité de la récolte, |

.

»

Finalement la protection des Cucurbitacées par sélection de variétés
résistantes aux ofdiums, bien que intrinseéquement tres efficace reste malheu-

reusement décevante (YARWOOD, 1957).

2) Pratiques culturales :

Les pratiques culturales telles que la rotation des cui’tures, la tailie
et le brilage des partiecs malades, et la destruction des plahtes cultivées pou-
“vant héberger le parasite, sont peu efficaces dans le cas des oldiums de Cucur-
bitacées. Si habituellement ils ne forment pas d'ascospores, les conidies dis-
séminées par la voie aérienne 2 de grandes distances peuvent se former sur

des plantes sauvages tel Sonchus asper (L.) Hill,, impossibles 2 extirper

STONE (1962),
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Ainsi depuis tres longtemps et actuellement encore la lutte contre cette

maladie est essentiellcment chimique,

3) Lutte chimique :

a - Fongicides de surface :

Le soufre : Ce produit est recommandé pour la premitre fois par

FORSYTH (1802) contre les oldiums des arbres fruitiers, Pourtant son utilisa-
tion a augmenté rapidement depuis 1'annde 1900 (TWEEDY, 1967). Trois types
d'application de ce produit sont possibles :

- poudrage de plantes et du sol ;

- pulvérisation des plantes a 1'aide de poudre mouillable a la dose de

400 g/nl_;
- fumigation par sublimation du soufre 3 la dose de 1 g/50 m3 utilisée sur-

tout pour les cultures en serre,

Que ce soufre soit utilisé en poudrage ou en fumigation,il semble
qu'il agisse principalement par ses vapeurs, Ce produit, peu actif a des tem-
pératures de l'ordre de 10—1>5°C devient tres efficace mais aussi phytotoxique
3 des températures de 26-28°C (températures favorables pour le d‘éveloppe-
ment de 1'oldium). Ainsi d'apreés YARWOOD (1950) la volatilité du soufre et
en conséquence son activit.é sur 1'oldium sont multipliées par 5 chaque fois que
la température augmente de 10°C, Ce produit utilisé en pulvérisation est plus
phytotoxique qu'en poudrage. De plus YARWOOD (1956) constate que le soufre
péut avoir un effet répulsif vis a vis des abeilles et indirectement entrafne une
baisse de rendement par défaut de pollinisation, Malgré ces inconvénients, le

soufre est encore utilisé dans certains pays du fait de son faible prix de revient,

Produits organiques : Un grand pas dans la lutte contre les ol-

diums de Cucurbitacées est réalisé avec la découverte des fongicides organi-
ques de surface. Le premier produit organique -efficace contre les oldiums et

en particulier ceux qui attaquent les Cucurbitacées a ¢té le dinocap ou crotona- -
te de 2-(1'-méthyl-n-heptyl)-4, 6 ~-dinitro-phényl, Ce produit est apparu en 1940 et
il est conseillé en pulvérisation d la dose de 25g. M., A,/hl, Il agit 3 des tem-
pératures basses, de l'ordre de 10°C et n'est phytotoxic{ue sur Cucurbitacées
qu'h partir de 30°C, 1l posstde une action préventive et éradicante vis a vis des
conidies et du mycélium de 1'oldium chez la courge, GODFERY (1952) et chez

- YTV A

le concombre, Mc KR (1954-).
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Dans des essais comparatifs VI DE NOVA (1960) a trouvé qu'a la
dose 75 g. M, A, /hl, le dinocap était plus efficace que le soufre colloldal uti-
lisé 3 100 g. M. A, /hl,

Plus récemment de nouveaux produits organiques furent utilisés
contre les oldiums de Cucurbitacées,

- le drazoxolon 4 (2-chlorophenylhydrazone)-3-méthyl-5-isoxazolone) u-
tilisé en pulvérisation & la dose de 50 g. M, A. /hl,

- le chinométhionate (6-mdéthyl-2-oxo-1, 3-dithiolo(4,5b) quinoxaline) ap-
pliqué en poudrage ou pulvérisation & la dose de 7,5 g. M., A, /hl a donné des
résultats particulierement intéressants sur des concombres cultivés en serre
(LAFON-BUGARET, 1970). Ce dernier préduit a montré une action &radi-

cante sur l'agent pathogeéne supérieure a celle du dinocap.

Jusqu'en 1968, la protection des Cucurbitacées était basée exclu-
sivement sur l'emploi des fongicides de surface. Leur inaptitude a protéger
les parties des plantes formées apres un traitement, leur faible persistance
du fait de 1'action de facteurs climatiques, leur phytotoxicité & des tempéra-
tures élevées, constituent des inconvénients graves, reconnus par de nombreux

chercheurs et praticiens,

D'autre part,la découverte en 1954 des insecticides systémiques
pouvant migrer dans les plantes a donné une impulsion aux études sur l'endo-
thérapie appliquée aux maladies cryptogamiques des plantes et plus particulie-

rement aux oldiums,

b - Fongicides systémiques ou endothérapiques :

D'apres SINCLAIR (1970) l'expression '"fongicide systémique' dé-
signe un composé qui peut : |
- pénétrer dans la plante ;
‘- &tre transporté jusqu'au lieu d'infection ;
- agir directement sur l'agent pathogene ;
- ne pas &tre métabolisé dans la plante.
Les premiers fongicides systémiques actifs contre 1'oidium des
Cucurbitacées employés en serre ou au laboratoire sont le chlorhydrate de pro-

calne (DEKKER, 1961) et le 6-AzauracileDEKKER, 1962).
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En culture hydroponique ces substances sont transportées des racines
vers les feuilles de concombres et inhibent le développement de 1'agent patho- "
gene déja installé, Malheureusement ces produits n'ont pas pu &tre utilisés

dans la pratique a cause de leur phytotoxicité (BENT, 1969),

De nombreux chercheurs ont concentré depuis leurs efforts sur la dé-
couverte de nouveaux fongicides systémiques, Aujourd'hui plusieurs substances
sont déja passées dans le domaine de la pratique, L'inventaire de ces différents
fongicides systémiques ayant été effectué par différents auteurs (BENT, 1969 ;
SINCLAIR, 1970 ; ERWIN, 1970) nous nous bornerons 2 signaler ceux qui ont

été utilisés dans la lutte contre 1'oldium des Cucurbitacées,

- Groupe des Pyrimidines : Parmi les mati¢res actives de ce

groupe, en général spécifique contre les oldiums, deux produits se sont mon-
tres efficaces sur concombres et courges,

~ le diméthyrimol (5-n-butyl-2-diméthylamino-4-hydroxy- 6-méthyl pyri-
midine),

- le triarimol (a—(2,4—dichlorophény1)a -phényl-5-pyrimidine méthanol),

Les structures chimiques de ces deux corps sont présentées sur

la figure n° 1,

M OH :
OO0
GaHg N M=

ce

Cce

Fig. 1 : Dimethyrimol Triarimol



B

Sur concombres, en serre , le diméthyrimol est conseillé en ar-
rosage du sol a la dose de 0,25 g‘.__l\/‘{fA./plante. Dans ces conditions, GEO-
GHEGAN (1969) observe Q;hiewpt;d%g:ct‘ion pendant 8 semaines et une augmenta-
tion de rendement de 20 fruits par‘plante. Aux champs, les résultats sont
moins intéressants malgré 1'augmentation des doées d'arrosage ; de plus une

phytotoxicité apparaft sur les plantules, PAULUS et al. (1969).

Ce fongicifﬂa utilisé en pulvérisation foliaire n'est pas efficace caz
il est tres peu persistant. Bien que 2 applications de diméthyrimol soient plus
efficaces que 10 & base de dinocap, GEOGHEGAN (1969), PAULUS et al. (196¢
pensent que les doses d'emploi élevées limitent son utilisation en plein champ

et qu'il est nécessaire de chercher des modes d'application plus rentables,

- le triarimol utilisé en traitement du sol 2 0,15-0, 30 M. A. /plante

protege les concombres et les courges cultivés en serre, contre les attaques

de S. fuliginea, (DOMA et al, 1971).

Dans des essais de plein champ des concombres pulvérisés avec d
triarimol & des doses de 1,5-2 g. M. A, /hl sont protégés vis & vis des atta-

ques de E, cichoracearum D,C., (GRAMLISH, 1969).

-~ Groupe des thiophanates : Trois produits de cette famille sont u-

tilisés pour lutter contre l'ofdium des Cucurbitacées :
- NF 35 ou Thiophanate (1, 2 bis (3-éthoxycarbonyl-2-thioureido)benzene)
-NT 44 ou Métﬁylt:hiophanate(l, 2bis(3 méthoxycarbonyl-2-thioureido)
" benzene).; |

- NF 48 (2-(3-méthoxycarbonyl-2-thioureido)aniline),

Les structures chimiques de ces trois corps sont présentées

dans la figure n® 2:

NHCHNHCOOC, Hy NHON H(‘.O(‘)CH:5 e - NHCNHCOOCH,
NHCNHCOOC,Hy NHCNHCOOCH, S~ NH,

1]

S S

Fig.2 : Thiophanate NF 35 Thiophanate methyleNF 44 NF 48



- 17 -

D'aprts MERCER (1971), en traitement du sol,le NF' 44 et NF 48
sont plus efficaces contre S, fuligineca des concombres que le NF 35, D'apres
bOUCHET et al. (1971) ces trois produits utilisés en plein champ en pulvérisa-
tions renouvelées tous les 10 jours montrent une action préventive contre Ery-

siphe cichoracearum du melon, Les doses employées sont respectivement de

25-50g. M. A, /hl pour le NF 35 et 15g. M. A, /hl pour le NF 44 et le NF 48, Ces
mémes auteurs constatent que 1'activité curative vis a vis de cette maladie est

obtenue avec le NF 35 et le NF 44 utilisés & des doses de 50g. M. A, /hl.

Ces composés ne sont pas spécifiques des ofdiums des Cucurbita-
cées, ils ont donné des résultats intéressants contre de nombreux autres of-
diums (Podosphaera leucotricha Salm.  , Uncinula necator Burr. et Sphaero-

theca pannosa Lev) (VENTURA et al, 1971 ; DOUCHET et PENGCHI, 1971) ;

les tavelures (Venturia inaequalis et pyrina Aderch,.) (VENTURA et al,,

1971 ; DOUCHET et QUERE, 1971) ; la pourriture grise (Botrytis cinerea

Pers.) (LAFON et al,, 1971) ; la cercosporiose de la betterave (Cercospora

beticola Sacc) (DOUCHET et QUERE, 1971 ; ISHII, 1970) et des trachéomy -

coses (Verticillium albo-atrum R,) (FORMIGONI et al,, 1970).

- Groupe des Bengimidazoles : Deux dérivés de ce groupe sont

efficaces contre les oldiums des Cucurbitacées Ce sont :
- le thiabendazole ou TBZ (2—(4~thiazolyl}-benzimidazole)

et le- benomyl (méthyl-(butylearbamoyl)l-benzimidazole-2-carbamate),

Les structures chimiques de ces deux corps sont présentdes dans

la fig. 3.

ST

/L'a |
}:"! S ) ‘:'GI\%;“:“! {&C}{ZC}‘{E“:A)I

Fig. 3: Thiabendazole Be’nornyl
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Ces deux corps ont attiré 1'attention de nombreuk chercheurs du
monde entier, du fait de leur large spectre d'activité fongitoxique (EVANS,
1971). De plus ils possedent un spectre d'activité semblable et d'apres EDNIG-
TON et al. {1971) cette ressemblance est liée & la présence du noyau benzi-
midazole. Pourtant du fait que ce noyau seul ne s'est pas révélé fongitoxique,
(GILPATRICK, 1969), ces mé&mes auteurs concluent que les chafnes latérales

doivent également influencer 1'activité de ces deux produits,

Les propriétés fongicides et endothérapiques du thiabendazole ont
été découvertes par STARON et al. (1964). Il est efficace contre plusieurs cham
pignons, ainsi :

- en pulvérisation foliaire il est actif contre la tavelure (DARPOUX et al,,
1966), la cercosporiose de la betterave (STARON et al,, 1964 ; SOLEL, 1970),
la septoriose du céleri (PAULUS et al., 1970) ; '

- en traitement de semences de céréales, il est particulizrement actif sur

Fusarium roseum (DARPOUX et al,, 1968).;

- en traitement de sol, des résultats encourageants ont été obtenus sur

Verticillium albo-atrum (ERWIN et al,, 1968) ; sur Thielaviopsis sp. (PAPA-

VIZAS et al,, 1970) et sur Rhizoctonia solani (GOLDBERG et al,, 1970).;

- en traitement des agrumes récoltés, il limite les pertes au cours de la

conservation causées par Penicillium italicum ou digitatum (ECKERT, 1970 ;

PREIZER et al,, 1970),

- Le bénomyl : Ce produit a étd synthétisé aux U,S,A, par la so-
ciété DU PONT de NEMOURS et il est commercialisé sous le nom de Benlate
(poudre mouillable titrant 50 % de matizre active),

Propriétés physicochimiques : Lia formule brute de ce produit est :

C14H18N4O3 C'est un corps blanc cristallin ayant un poids moléculaire de

290, 3. Il n'est pas volatil, Il possede une odeur l1égerement dcre, Il est tres
peu soluble dans l'eau, environ 2 ppm , (ERWIN, 1970) et dans les huiles, mais
il est soluble dans divers solvants organiques,

Propriétés toxicologiques :  Sa toxicité vis & vis des animnaux est

tres faible, la dose 1€tale 50 orale aigtic sur des rats est supdrieure &
3

9,590 mg/kg de poids vif. .
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Des essails de toxicité chronigue sur rats nourris pendant 90 jours
avec 0-100-500 et 1,500 ppm de bénomyl n'ont mis en évidence aucun ef-

fet de toxicité chronique (CATLING, 1969).

]_E_’}‘Plaféeft_é_s_ biologiques : Les propriétés endothérapiques préven-

tives et curatives du bénomyl vis & vis de nombreuses maladies des plantes cul-

tivées, ont été observées pour la premidre fois par DELP et KLOPPING (1968).

—

»

Son activité systémique a été démontrée a la suite d'un traitement
du sol ou de semences (HAMMETT, 1968 ; DOMA et al,, 1971). Son déplace-
ment des racines vers les feuilles a été observé sur diverses plantes ainsi
qu'un mouvement du centre des feuilles vers la périphérie (PETERSON ect
EDGINGTON, 1970, 1971). Ces decux faits tendent & prouver que le bénomyl ou
son produit de décomposition progresse dans la plante en empruntant le xyle-
me (PETERSON et EDGINGTON, 1970). Cependant HINE et al. (1969) signa-
lent un mouvement descendant du bénomyl par les vaisseaux libériens, Ce fait

n'a pas été confirmé par d'autres chercheurs.

Dans des essais in vitro et in vivo le bénomyl se caractérise par

son action fongistatique vis & vis de plusieurs champignons (ERWIN et SIMS,

1968 ; LEROUX, 1970 ; THAPLIYAL et SINCLAIR, 1970). .

Comme nous l'avons déja mentionné c'est un produit polyvalent par-
ticulierement actif sur les champignons phytopathogénes appartenant aux grou-
pes des ASCOMYCETES et des champignons imparfaits, En particulier il s'est

montré actif contre les tracheomycoses telle que Verticillium albo atrum chez

le coton cultivé en serre (ERWIN et al., 1968 ; ERWIN, 1969). Ce produit n'est

pas actif sur les Phycomycetes et la plupart des Basidiomycttes sauf pour Rhi-

zoctonia solani (DELP et KLOPPING, 1968 ; EDGINGTON et al,, 1971),

BOLLEN, FUCHS (1970), EDGINGTON et al, (1971) dans des re-
vues tres détaillées donnent la liste de tous les champignons qui se sont mon-

trés sensibles vis 3 vis de ce fongicide in vitro et in vivo,

Parmi les produits qui se sont montrés efficaces contre les of-
diums des Cucurbitacées c¢'est le bénomyl qui nous a paru le plus intéressant

pour les raisons suivantes :
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- il est systémique et peut &tre utilisé en enrobage des semences., Ce
traitement semble intéressant pour la protection des jeuncs plantules.;

- il a été le premier produit systémique 2 présenter un spectre d'activité
fongitoxique aussi étendu et & posséder une action préventive et curative ;

- il n'est pas ou tres peu phytotoxique sur les Cucurbitacées qui sont sou-
vent tres sensibles aux pesticides; ‘

- étant actif sur les oldiums de nombreuses plantes nous pouvons cspérer
qu'il sera actif contre les oldiums des Cucurbitacées,En effet la bibliographie
signale que quatre especes différentes peuvent &tre responsables de l'oldium
sur les Cucurbitacées, D'apres LAFON et BUGARET (1970) leur identification
n'étant pas tres facile, il y a 12 un champ d'investigation important, indispen-

sable avant tout essai direct de lutte contre cette maladie,

Afin d'étudier l'action du bénomyl sur l'oldium des concombres cul-

tivés dans les serres du C.N,R, A, de Versailles, nous avons essayé d'identifier

'espece du parasite présente sur les plantes cultivées dans ces locaux,
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CHAPITRE II : IDENTIFICATION DU CHAMPIGNON SUR

CUCUMIS SATIVUS L,

-~

L'identification d'une esptce d'oldium est généralement plus slre si elle
est basée sur les caracteres morphologiques du cleisthocarpe. En fait la for-
mation des cleisthocarpes est rare chez les especes attaquant les Cucurbita-
cées d'apres BLUMER (1933), VIENNOT-BOURGIN (1949), YARWOOD (1957)
ct BALLANDYNE (1963) etc.., Cette rareté de la forme parfaite a conduit
plusicurs chercheurs a utiliser la morphologic du stade imparfait pour l'iden-

tification de ces champignons,

HOMMA (1937) distingue trois genres dans le stade imparfait des

Lrysiphacées.

a) Ofbdium : concernant les especes qui disposent d'un my-
célium externe portant des conidiophores, avec
une chaine plus ou moins longue de conidies -
ovoldes ou cylindriques. Type : Erysiphe,

b) Ovulariopsis : pour les especes disposant d'un mycélium demi-
interne, et des conidiophores portant une seule
conidie allongée. Type : Phyllactinia,

c) Oidiopsis : groupant les especes qui disposent d'un mycé-
lium demi-interne ct de conidiophores ramifiés
portant une seule conidie allongée, mais sortant
des stomates de la plante, Type : Leveillula.

FOEX (1912) distingue deux types de conidiophores chez les genres QOldium,

ler type : la cellule basale est a la fois un pédicelle et une cellule géné-
ratrice de cellules-meres d'une longue chaine de conidies.,
Deux conidies mres se forment simultanément, Type : Ery-
siphe cichoracearum,

2eme type: la cellule basale est uniquement un pédicelle portant une cel-
lule ~-mere, génératrice de cellules destinées a se différencier
directement en conidies, Une seule conidie miire se produit.
Type : Erysiphe polygoni, -
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ZOPF (1887) a mentionné pour la premiecre fois, la présence d'inclusions

dans les conidies et les conidiophores de Sphaerotheca humili (DC,) Burr,

.

Leur nature chimique a été étudiée par HOMMA (1937) qui les identifie & des
cristaux de fibrosine, glucide contenant de l'azote. D'apres ce dernier, des
corpuscules semblables sont présents dans tous les organes de la famille des

Erysiphacées et peuvent se différencier en deux types :
ler type : des corpuscules "bien développés' qu'on observe sous
forme de cylindres, disques ou croissants dans les gen-
res de Cystotheca, Sphaerotheca, Podosphaera et Sawadea

2
(4

o/

me type : des corpuscules ''granuleux' qu'on observe dans le genre
Erysiphe .

SAWADA (1914) est le premier chercheur qui a proposé une classifica-
tion, basée sur les différents caracteres du stade iraparfait du champignon tels

que :

la forme du conidiophore et des conidies ;

la formation des conidies, en chaine ou isolées ;

le type de la cellule basale du conidiophore ;
- la présence et la forme des corpuscules de fibrosine dans les spores

du champignon ,

24
Les travaux effectués par de norabreux chercheurs sur l'étude et la déter-
mination des especes d'oldium permettent aujourd'hui de tenir compte de cri-

téeres supplémentaires,

NEGER (1902), HIRATA (1942 - 1955) et ZARACOVITIS (1964) ont montrd

que le tube germinatif et 'appressorium sont caractéristiques de 1'espece,

Ainsi HIRATA (1942) a trouvé que Sphaerotheca fuliginea est la seule esptce

qui produise des tubes germinatifs pédiformes (fig. 4 ).

Chez les Cucurbitacées, BAL‘LANDYNE (1963) a montré que la forme du
conidiophore, la préscnce ou absence des corpuscules de fibrosine '"bien dé-
veloppés', et la morphologie du tube germinatif des conidies, ont une grande
valeur pour la définition de l'espece d'oldium,

.

Les caractéristiques du stade imparfait décrites cizdessus et celles du
stade ascosporé lorsqu 'il existe, ont permis a différents chercheurs d'iden-

tifier les especes suivantes sur les Cucurbitacées.



A - CHAMPIGNONS MENTIONNES SUR LES CUCURBITACEES,

SPHAEROTHECA HUMULI (DC,) BURR :

MAIRE (1931).a trouvé plusieurs cleistocarpes de ce champignon sur
des plantes de Cucurbita pepo L., en Gréce., Le mé&me champignon sur des plan-

tes de Cucumis sativus L, est mentionné par VERESCEAGHIN (1929) et IVA-

NOFF (1928).

D'autres chercheurs, ZAPROMETOFF (1925) ESTIMEYEF (1925) et
SAREJIANNIS (1935) rendent ce méme parasite responsable de 1'oidium des Cu-

curbitacées sans préciser comment ils ont effectué son identification,

SPHAEROTHECA FULIGINEA (SCHLECH, ) POLLACI :

POTEZKY (1924) a pu observer les cleistocarpes de ce champignon
sur des plantes de Cucumis melo L, en Russiea,DEKENBACH (1924), dans le

méme pays, a pu observer les cleistocarpes de ce méme champignon sur

Cucumis melo et sativus 1,, et Cucurbita pepo 1.,

HASHIOKA (1937) en contaminant artificiellement de jeunes plantes de
concombre, avec des feuilles de concombres attaquées,a pu observer des cleig-

tocarpes de ce champignon au laboratoire,

BLUMER (1933), BOEREMA et VAN KESTEREN (1964) signalent ce

méme champignon sur Cucumis sativus et melo L. et Cucurbita pepo L, BAL-~

LANDYNE (1963), GORTER (1966) et JHOOTY (1967) l'ont signalé sur C. sati-
vus_L, et VIENNOT - BOURGIN (1956) sur C, melo et sativus L. en France.

ERYSIPHE CICHORACEARUM DC, :

REED (1908), RODER (1937) et RANDALL & MENZIES (1956) ont pu

observer en Amérique les péritheces de ce champignon sur C, sativus L, Le

méme parasite est signalé sur Cucumis melo et sativus L, et Cucurbita pepo L,

par BLUMER (1933),

Ces deux dernitres especes de champignons cohabitant sur les Cucur-

bitacées ont été rapportées par plusieurs chercheurs,
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Ainsi DEKENBACH et KORENEFF (1928) ont trouvé des cleistocarpes de

ces deux especes de champignons sur des plantes de C, sativus L. et plus

précisément d'Erysiphe cichoracearum sur la face supéricure de feuilles et

de Sphaerotheca fuliginea sur la face inférieure de la méme plante-hste,

RUDENKO (1968) a trouvé des péritheces de ces mémes espeéces sur des

plantes de C. sativus et melo L, et Cucurbita pepo L.

D'autres chercheurs, APOSTOLIDIS (1952), RAGIMOV (1964), TAFRAD-
ZHIISKI (1964), signalent encore ces deux especes cohabitant sur les Cucur-

bitacées dans différents pays d'Europe.

ERYSIPHE POLYPHAGA HAMM :

Ce champignon a été signalé par HAMMARLUND (1945) et BLUMER (1952).
VIENNOT - BOURGIN (1969) l'étudie comme éarasite responsable de l'oldium
des concombres et du haricot, dans la serre du C,N,R,A, & Versailles., En
outre, l'auteur signale qu'il ne faut pas négliger la présence possible du Sphae-

rotheca fuliginea sur les Cucurbitacées,

La présence fréquente de deux especes de champignons différents, coha-
bitant sur les Cucurbitacées, comme nous l'avons mentionné précédemment,
nous a conduit a l'examen du stade impaffait du parasite que nous avons utili-
sé par la suite dans nos expériences, Il s'agit d'une souche vivant sur le Cu-

cumis sativus et conservée en serre-. a Versailles,

B - MATERIEL ET TECHNIQUES UTILISES,

. . s .
Pour cette étude nous avons examiné les caractéristiques suivantes du

champignon :

1) Type du conidiophore :

Pour examiner les conidiophores du champignon, des feuilles de con-
combres ont été pliées au niveau d'une tache d'oidium, collées ensuite sur une
lame de verre de facon que les conidiophores soient disposés horizontalement,
Apres examen sous microscope, des photographies ont été prises et les résul-

tats obtenus sont comparés a ceux donnés par FOEX (1912).



2) Forme ct dimensions des conidies :

En vue d'observations microscopiques, les conidies sont placées su

L]

lame de verre en provoquant un léger courant d’air sur des feuilles parasitées,
Par référence a une échelle micrométrique, préalablement étalonnée, nous

mesurons la longueur et la largeur de 300 conidies,

Nous savons que la taille des conidie‘s d'une mé&me espece varie en fonc-
tion de plusieurs facteurs : les conditions d'environnement (YARWOOD, 1957 ;
VIENNOT - BOURGIN, 1969), l'emplacement de la tache sur la feuille (KLIKA,
1922) et leur position sur le conidiophore (VIENNOT - BOURGIN, 1969).

Malgré ces variations, les courbes de fréquence de longueur et largeur
des conidies doivent faire ressortir l'existence d'une ou plusieurs especes

d'oldium si tel est le cas,

3) Forme du tube germinatif :

Pour examiner la forme du tube germinatif, des conidies ont été dispo-
sées sur des lames de verre soit apres contact avec des feuilles de concom-
bres infectées, soit en projetant par un faible courant d'air des conidies sur

des lames a partir de ces plantes,

Les lames ont été placées, ensuite, dans une atmosphere saturée d'hu-
R 2 ’ iy
midité, a 22°C, pendant 24 heures afin d'observer la germination (HIRATA,

1937 ; ZARACOVITIS, 1964),

4) Présence et forme des inclusions de fibrosine :

Pour observer les corpuscules de fibrosine, des conidies ont été imbi-

bées dans KOH 2 3 % dans l'eau (BALLANDYNE, 1963).

5) Sucoirs du champignon :

Les sucoirs ont été observés dans 1'épiderme de la tige des plante at-
taquées, apres enlevement des hyphes superficiels et coloration au bleu coton
+ -

-~ dans le lactophéneol (DEKKER et OORT, 1964 ; VIENNOT - BOURGIN, 41)969).
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C - RESULTATS.

Apres l'examen des caractéristiques du stade imparfait du champignon,

3 1'aide des méthodes décrites ci-dessus, nous constatons que :

1 - Les conidiophores du parasite appartiennent au type : Erysiphe cicho-

racearum, comme il a été décrit par FOEX (1912). Ils se dressent verticale-

mert sur 1'hyphe et portent une longue chaine de conidies (Photos n° 1 - 2 et 3),

2 - La forme des conidies est ovolde et les dimensions extrémes des 300
épores mesurdées sont ;20 - 38,6 B x 12 - 22 p. Des dimensions semblables
sont données par VIENNOT - BOURGIN (1956) (22 - 35 x 12 - 23 p), pour l'ol-
dium sp. sur C, sativus et C, melo et par GORTER (1966) (25,2 ~ 37,8 x

14,7 x 23,1 u) pour Sph, fuliginea. Sur le graphique 2 sont portés les résultats

de ces mesures,

3 - Le tube germinatif des conidies est en général simple mais parfois pé-
diforme (Photos n° 4 et 5 ; Fig, 4) et il ne sort jamais au niveau de la partie
apicale de la conidie ; une germination comparable et des photographies iden-
tiques ont été données pour le Sph. fuliginea par HASHIOKA (1937) BALLAN-
DYNE (1963) et BOEREMA et VAN KESTEREN (1964).

4 - Nous avons pu observer des corpuscules de fibrosine '"bien développés™

sous la forme de disques et de batons dans les conidies du champignon (photos
n° 6 - 7) comme ils ont été décrits et montrés, pour Sph, fuliginea par HOMMA

(1937), BALLANDYNE (1963) et BOEREMA et VAN KESTEREN (1964).

De plus en utilisant la lumiere polarisée nous avons pu constater quel-
ques-uns de ces corpuscules se trouvant a cdté des vacuoles des conidies
hoto n® 8)., Des observations concordantes et des photographics identiques sont
(p photograp !

données par HOMMA (1937) pour le Sph. fuliginea,

5 - Les sugoirs ont une forme globuleuse (photo n® 9, Fig, 5) et sont com-

parables } ceux décrits par HOMMA (1937) pour Sph, fuliginea sur Taraxacum.

ceratophorum, DC,
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D - CONCLUSION.

De l'ensemble des oi;servations précédentes : forme du conidiophore, des
conidies et des sugoirs, courbes de fréquence relative a la taille de ces coni-
dies, la morphologie du tube germinatif, enfin la présence des corpuscules de
fibrosine bien développé, il ressort que sur les concombres conservés dans
la serre du C.N.R.A, a Versailles, il n'y a qu'une seule espéce responsable

de 1'oidium : le Sph. fuliginea (Schl.) Poll. qui nous a servi, par la suite, com-

me matériel biologique au cours de nos études avec le bénomyl,
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GRAPHIQUE 2
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Photo 1 Photo 2 ) Photo 3

Conidiophores de S, fuliginea sur feuille de concombre (C. sativus L.)

Photo 1 : Début de différenciation d'un conidiophore (G x 250).
Photo 2 : Conidiophore portant des conidies alignées (G x 100),

Photo 3 : Idem. (G x 250).
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Photo 6 Figure 4,

Photo 4

Photo 5

Photo 6

Figure 4 :

.Germination de conidies de S, fuliginea observée

in vitro,

Observation au G x 100

Observation au G x 250

Observation au G x 400 - Conidies appartenant 2 un méme coni-~
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diophore et montrant 4 modes différents de germination,

Tube germinatif pédiforme (G x 500).
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Photo 7 Photo 8

Les corpuscules de fibrosine dans les conidies

de S, fuliginea (Schl.) Poll.

Observation en lumiere blanche ( G x 1.000 )

Observation en lumitre polarisée (G x 400).



Photo 9

Figure 5.>

Sugoir de S, fuliginea (Schl.,) Poll, dans les cellules

épidermiques de C, sativus L,

Photo 9 (G x 250),

Figure 5 (G x 500). h: hyphe ; n : noyau ; sA: sugoir,
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INTRODUCTION,

Chez les Cucurbitacées, le bénomyl appliqué en traitement du sol
ou de semences s'avere &tre systémique selon DELP et KLOPPING (1968),
HAMMETT (1968), SCHROEDER et PROVVIDENTI (1968), CHANCOGNE et
GREDT (1969). |

Cette propriété du bénomyl a été établie en constatant que les par-
ties aériennes des plantes issues des semences traitées n'étaient pas attaquées
par l'ofdium. D'aprés ERWIN (1969), la suppression des symptédmes d'une ma-
ladie par un produit chimique, déposé 3 un endroit éloigné du lieu d'infection
broﬁve que ce corps est endothérapique ou systémique. Poxirtant UNTERSTEN—
HOFER (1954), WAIN et CARTER (1967) et SINCLAIR (1970) considerent que

cette condition n'est pas suffisante,

D'aprés ces auteufs, pour démontrer qu'un fongicide est systé-
mique, il faut vérifier qu'il possede les propriétés déja mentionnées, C'est X
~dire qu'il peut :

- étre absorbé par la plante ;

- 8tre transporté jusqu'au lieu d'infection ;

- agir directement sur l'agent pathogéne ;

- ne pas &tre métabolisé ou étre métabolisé par la plante. i condition
que les métabolites résultants soient stables et efficaces vis & vis des patho-
genes étudiés. Cette derniere condition est précisée par UNTERSTENHOFER
(1954).

Afin de vérifier si le bénomyl remplit ces conditions, nous avons
entrepris différentes expérimentations en utilisant ce fongicide en traitement
de semences ou de racines, L'étude qui suit est subdivisée en trois parties :

I - Etude de l'activité systémique du bénomyl utilisé en traitement

des semences,

II - Voie de pénétration du bénomyl dans la plante & la suite d'un trai-
tement des semences, ‘ .

III - Etude des facteurs agissant sur l'activité systémique du bénomyl

en culture hydroponique,
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CHAPITRE I : ETUDE DE L'ACTIVITE SYSTEMIQUE DU BENOMYL
UTILISE EN TRAITEMENT DES SEMENCES.

Dans ce premier chapitre, aprés avoir enrobé ou non des semences de
concombre "var, vert long maraicher' avec du Benlate (poudre mouillable ti-
trant 50 % de bénomyl) & sec, & la dose de 100 g, M.A./quintall nous avons :

-observé la protection des concombres vis A vis des attaques de S, fuli-
P Do 111

ginea. ;

- mis en évidence la présence et la répartition de la fongitoxicité détec-
tée dans les différents fragments de plantes ;

- estimé quantitativement l'activité fongitoxique retrouvée dans des ex-
traits de. plantes.;

- enfin, précisé la nature de la (ou des) substance (s) responsable(s) de

cette activité fongitoxique,

Au cours de cette étude toutes nos expériences ont été réalisées

en serre 2 une température de 18 - 24°C et une humidité relativede70 - 80 %,

A - PROTECTION DES CONCOMBRES VIS A VIS DES ATTAQUES DE
S. FULIGINEA,

1) Matériel et méthodes :

Des graines enrobées ou non avec du bénomyl sont semées dans des
terrines de 30 x 30 cm contenant de la vermiculite ou un mélange terreux ren-
feﬁnant 10 % de matidre organique, stérilisé ou non par la chaleur (120°C
pendant 30 minutes). Dans chaque terrine et pour chaque condition, 60 graines

sont semées,

Apres la levée, un méme nombre de plantules, soit 32, est conservé
par terrine, Les plantes cultivées sur les mélanges terreux sont arrosées
3 fois par semaine A 1'eau du robinet, tandis que celles poussant sur la ver-
miculite le sont avec. une solution nutritive dont la composition est donnée ci~

dessous,
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Eau 1.000 ml

Nitrate de potassium 303 mg

Nitrate de calcium 590 mg
Nitrate d'ammonium 160 mg

Chlorure de sodium 12 mg
Phosphate monopotassique 102 mg
Phosphate bipotassique 43,5 mg
Sulfate de magnésium 185 mg
Molybdate d'ammonium 0,05mg
Acide borique 1,5 mg
Sulfate de manganese , 2,0 mg
Sulfate de zinc 0,5 mg
Sulfate de cuivre 0,25mg
Sequestréne de Fer 138 Fe. 10,0 mg.

La contamination est obtenue en plagant des concombres fortement at-

taquées par S. fuliginea parmi les terrines expérimentales, L'évolution de la

maladie est suivie en comptant,chaque jour, le nombre de plantes présentant

au moins une tache d'oldium.,

2) Résultats et discussion :

Les résultats obtenus sont reportés sur le graphique 3, De ce gra-
phique il ressort que :

- 1'évolution de la maladie est pratiquement.la méme sur les plantes
témoins poussant sur les trois substrats utilisés, L'apparition des sympts-

mes a licu 11 & 12 jours apres la levée et 6 jours plus tard la maladie est

généralisée sur toutes les plantes témoins,

Etant donné que la durée d'incubation de 1'ofdium est de 4-5 jours
(YARWOOD, 1957 ; VIENNOT - BOURGIN, 1969) il semble que le jeune con-
combre possede pendant la premigre semaine qui suit la levée une résistance

naturelle & S, fuliginea,
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- l'apparition et 1'évolution de la maladie sur les plantes traitées pous-
sant sur le mélange terreux stérile ou non sont identiques. Sur la vermiculite
la durée de la protection des plantes est beaucoup plus longue que dans les cas

des mélanges terreux, Ces observations sont résumées sur le tableau II,

TABLEAU II

Evolution du S, fuliginea sur C. sativus L, traitées

ou non au bénomyl,

Substrat A B
L i uiuiaieieieiok Eebeieieieieiieis Sttty Rinieteteiiiiedede
semis Témoin Traitées | Témoin Traitées

Melan%e.terreux 12 18 18 32

non stérile '
M?la}nge terreux 11 18 17 32
stérile

Vermiculite 11 32 17 56

LEGENDE :

A - Nombre de jours entre la levée et 1'apparition des premiers symptdmes.

B - Nombre de jours nécessaires pour que toutes les plantes soient atteintes,

De cette expérience nous pouvons conclure que : les microorganismes

du sol n'ont pratiquement pas d'influence sur la disponibilité du bénomyl pour
les plantes,
Par contre la nature du substrat du semis semble jouer un rdle tres

important, Une conclusion semblable est proposée par FUCHS (1970).
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Cet auteur a observé que le bénomyl, apporté par arrosage, est beaucoup

plus efficace, contre Fusarium oxysporum du pois dans le cas d'un sol sablon-

neux que dans celui d'un sol argileux.

Pour expliquer ce fait nous pouvons émettre deux hypotheses :
- Soit que l'adsorption de ce fongicide est plus foite sur le mélange terreux
que sur la vermiculite, suhstrat pratiquement inerte,
- Soit que la solution nutritive utilisée sur la vermiculite favorise l'absorp-

tion du bénomyl par les racines,

Avant d'essayer de vérifier ces deux hypotheéses, nous allons estimer
si une activité fongitoxique peut &tre détectée dans les parties aériennes de la

plante, lieu d'attaque du S, fuliginea,

B - ACTIVITE FONGITOXIQUE PRESENTE DANS LES DIFFERENTS FRAG-

MENTS DE C, SATIVUS L,

Nous venons de voir que l'apport de bénomyl au niveau des semences de
concombre permet de protéger les plantules contre les attaques de S, fuliginea,

pendant un certain temps,

Cette condition n'étant pas suffisante, d'aprés WAIN et CARTER (1967) et
SINCLAIR (1970), pour prouver l'activité systémique du bénomyl! il nous a pa-
ru nécessaire de mettre en évidence une substance fongitoxique qui migre de la

graine ou des parties souterraines vers les parties aériennes des plantes,

1) Matériel et méthodes :

Au cours de cette expérience, la vermiculite, sur laquelle la protection

était la plus importante, est utilisée comme seul substrat de germination,

Les prélevements des plantes sont effectués 2, 4, 8 et 12 jours apres
la levée. Les 3 premiers prélévements correspondent au stade végétatif coty-
lédonaire et le dernier au stade végétatif 1 feuille, Pour réaliser cette étude

une méthode biologique est employée sclon le protocole suivant :

Protocole expérimental : Du fongicide contenu dans des fragments de

plantes ou dans des semences ou imprégnant une pastille de papier filtre est

mis au contact d'un substrat ensemencé avec un champignon-test, Le produit
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diffuse dans le substrat et inhibe le développement fongique sur une certaine
surface. La zone d'inhibition apparaft claire, alors que le reste du substrat

est opaque, Ce test fait intervenir plusieurs caractéristiques du fongicide : pou-
voir de diffusion, pouvoir fongicide vis & vis du microorganisme testé, quanti-

té du fongicide déposée,etc...

Préparation de boftes de Pétri : Dans des boites de Pétri de 9 cm de

diametre, 20 ml de gélose 3 2 % sont coulés, Apres solidification de la gélo-
se, un milieu nutritif P,D,A, (pomme de terre, 500 g./l, dextrose 2 %, NaCl
0,1 %, agar 1,5 %) maintenu en surfusion EL 50°C, est ensemencé avec une sus-

pension de spores de "Penicillium expansum' LK, , et déposé sur la gélose

a raison de 5 ml par bofte.

Les spores du champignon sont récoltées sur une culture dgée de 7 &

~

10 jours et utilisées & raison de 106 spores/cm3 de milieun,

Le P, expansum LK. est choisi comme organisme test, du fait de sa

grande sensibilité au bénomyl (ERWIN et al., 1968 ; CHANCOGNE - GREDT,
1969).
Des morceaux de tige, de feuilles ou de racines de concombres sont dé-
posés dans les boftes de Pétri ainsi préparées, qui sont ensuite mises 3 incuber
dans une étuve a 24 + 1°C, péndant 24 heures, Au bout de ce temps, les zonés

d'inhibition sont mesurées,

Cette méthode, mise au point par CHANCOGNE et NAKAMURA (1960)
dans le cas du captane, se rapproche de celle décrite par LOO et al, (1945)

pour les bactéricides et par THORNBERRY (1950) dans le cas des fongicides,

Préldvement des morcecaux de plante : 2 & 3 rondelles d'un diametre de

7 mm sont prélevées, & l'emporte piece sur chaque cotylédon ou sur la pre-
mitre feuille, le long de la nervure principale, Lors du premier prélévement,
les tiges sont découpées en segments de 7 mm de longueur et tous les fragments
résultant sont déposés sur le milieu nutritif (graphique 4). Aux trois préleve-
ments suivants, 3 fragments seulement sont prélevés sur les tiges : le pre-

mier 3 la base de la tige, le second au milieu et le troisieme au sommet (gra-

phique 5).
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Les racines sont déposés sur le milieu nutritif soit entieres soit dé-

coupées en segments de 7 mm,

2) Résultats et discussion,

Les résultats obtenus sont reportés dans les graphiques 4 et 5,

Notre expérience nous a permis de mettre en évidence une activité fon-
gitoxique dans les feuilles cotylédonaires des concombres issues des semences

enrobées au bénomyl, De plus, nous constatons que :

- les premiers jours aprés la levée (7-8 jours apres le semis) lactivité
fongitoxique peut &tre détectée dans les racines entieres ou fragmentées mais
uniquement au point d'insertion sur le collet, dans les tiges et dans les feuil-
les cotylédonaires, (Graphique 4).

- deux jours plus tard (9-10 jours apres le semis) 1'activité fongitoxique
n'est plus détectée qu'au collet et dans la partie apicale des feuilles cotylé-
donaires. (Graphique 5). ‘

- quatre ou huit jours plus tard (14-18 jours apres le semis) l'activité
fongitoxique est entidrement localisée dans la partie apicale des feuilles co-
tyléddnaires. (Graphique 5).

L'accumulation de's produits fongitoxiques aux extrémités des féuilles
a été observée apres traitement au sol sur des haricots (PETERSON - ED-

GINGTON, 1970) et sur des tomates (BIEHN et DIMOND, 1970),

Dans la plupart des plantes examinées, la migration du fongicide des
parties inférieures des tiges vers les feuilles est observée dans tous les cas
lors du premier prélevement, Ce fait n'est pas valable pour les prélévements

suivants,

Les différences constatées entre les plantes examinées, surtout lors
" du premier préleévement peuvent &tre imputées soit & des variations de les-

sivage du bénomyl dans la graine, soit a 1'enrobage, ou aux inégalités de la

levée chez quelques plantes,



GRAPHIQUE 4,

Activité fongitoxique sur Penicillium expansum repérée dans différents

fragments a partir de 6 plantules (2 jours apres la levée).
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En définitive nous retenons que dans la plupart des cas, une activité
fongitoxique est détectée dans les parties aériennes des plantes : lieu d'atta-
que de l'ofdium. Nous devons remarquer aussi que l'absence d'une zone d'inhi-
bition ne signifie pas obligatoirement un défaut du fongicide mais probablement

la présence d'une quantité inférieure i la limite de sensibilité de notre méthode,
P q

C - ESTIMATION QUANTITATIVE DE L'ACTIVITE FONGITOXIQUE RE-

TROUVEE DANS LES PLANTES.

Précédemment nous avons émis 2 hypotheses pour eséayer d'interpré-
ter les raisons de la protection prolongée détectée chez les plantes cultivées
sur de la vermiculite par rapport a celles cultivées sur mélange terreux,
Pour confirmer ou infirmer ces deux hypotifesés noﬁs avons essayé d'estimer

la quantité du fongicide présente dans la plante en faisant varier :

a - la nature du substrat du semis ;

b - la nature du liquide d'arrosage. -

1) Matériel :

a - Influence du substrat :

—-—nn em i e ae e e . e e wn Mm s aw

Des semences de concombres enrobées ou non avec du Benlate
sont semées soit sur de la vermiculite soit sur le mélange terreux non stérile,

Des prélévements sont effectués au stade cotylédonaire, 12 jours apres le semisy

et au stade 1 feuille, 18 jours apres le semis,

. P 3 .
Des graines sont semées sur la vermiculite et sont arrosées trois
. » : ' . -
fois par semaine avec de 'eau ou la solution nutritive dont la composition est
donnée précédemment, Des prélévements sont réalisés au stade cotylédonaire,

15 jours apres le semis,
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2) Méthodes :

Pour l'estimation quantitative des substances fongitoxiques retrouvées
dans la plante, nous avons combiné la méthode d'extraction du bénomyl décrite
par PEASE et GARDINER (1969) et la méthode de dosage biologique décrite

précédemment,

Extraction et purification du bénomyl : Les plantes issues des semen-

ces traitées ou non avec du bénomyl sont prélevées aux temps indiqués ci-des-
sus, lavées a l'eau du robinet, et divisées en 2 lots contenant 1'un les parties
souterraines et l'autre les parties aériennes. Ensuite chaque lot est broyé

dans l'acétate d'éthyle 3 raison de 50 ml de solvant pour 25 plantules,

Le broyat est centrifugé pendant 10 mn & 2,000 t/mn. Le liquide sur-
nageant est filtré A travers du coton de verre. Deux lavages & l'acétate d'éthy-
le suivis chacun d'une centrifugation sont effectués. Tous les liquides de cen-
trifugation sont réunis et 1'acétate d'éthyle est évaporé jusqu'a 15 ml envivon ;
15 ml d'eau distillée chaude sont ajoutés et apres refroidissement, un méme
volume d'hexane soit 30 cm3 sont mélangés dans une ampoule & décanter, La
phase organique contenant les pigments chlorophylliens et d'autres substances
naturelles est jetée tandis que la phase, acétate d'éthyle + eau, contenant le bé-
nomyl est évaporée sous vide, Le résidu est repris par 1 ml d'acétate d'éthyle
et 0,05 ml sont déposés sur des disques de papier filtre de 7 mm de diametre,
Apres évaporation du solvant les pastilles sont réhumidifiées avec 0,06 ml d'eau
distillée. Ces pastilles ainsi préparées sont alors déposées sur un milieu nu-
tritif gélosé, contenu dans une bofte de Pétri, préalablement ensemencé avec

des spores de P, expansum LK, selon la technique déja mentionnée, Apres in-

cubatioﬁ a2 24°C pendant 24 heures des zones d'inhibition sont visibles autour

des pastilles,

Parallelement et lors de chaque expérience des pastilles témoins. con-
tenant des quantités connues de bénomyl, soit 0,5 -1 - 2 et 4 pg,sont déposées

~ - : .
dans des boites de Pétri ensemencées avec le P, expansum, Apres incubation

3 24°C pendant 24 heures, les diametres des zones d'inhibition apparues au-

tour de ces pastilles sont mesurées (en mm). Si nous reportons en abscisse
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les logarithmes des quantités de bénomyl déposées et en ordonnée les diame-
tres de zones d'inhibition provoquées, les points obtenus sont situés sur une

droite (graphique 6)qui nous servirade courbe étalon, Cette courbe nous per-
mettra, par comparaison des diametres de zones d'inhibition, de calculer la
quantité de bénomyl correspondant 3 l'activité fongitoxique révélée dans 1'ex-

trait,

3) Résultats :

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau III, D'apres nos

résultats nous constatons que :

1 - Dans les plantes issues des graines .témoins et dans les racines des
plantes issues des graines enrobées et quelle que soit la nature du substrat du

semis nous n'avons pas pu déceler de produit fongitoxique par notre méthode,

2 - Les parties aériennes des plantes issues des graines enrobées avec
du bénomyl et semées sur la vermiculite contiennent en effet plus de produit
fongitoxique que celles cultivées sur le fnélange terreux, Ce fait semble &tre
indépendant du stade végétatif des concombres, Nous pouvons alors conclure
que,suivant notre premitre hypothe¢se, le bénomyl est moins fortement adsor-
bé sur la vermiculite que sur le mélange terreux. En réalité il semble qﬁ'un
substrat contenant de la matiére organique adsorbe plus un pesticide

qu'un substrat inerte (HASCOET, 1970)..

3 - Enfin nous constatons que la nature du liquide d'arrosage des plantes
cultivées sur vermiculite n'a pas d'influence sur la quantité du produit fongito-

xique présent 3 l'intérieur des plantes,

-4 - Les quantités du fongicide détectées par plante semblent a priori
trop faibles pour expliquer la protection observée, sur les concombres vis a
vis des attaques de S, fuliginea, Nous avons pensé que la méthode d'extraction

n'est pas satisfaisante, Ainsi nous avons cherché a connaitre son rendement,
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Action in vitro du.bénomyl sur la germination

des spores de Penicillium expansum,

diametre des zones
d'inhibition en mm
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Log. des quantités de
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TABLEAU III.

ESTIMATION QUANTITATIVE DE L'ACTIVITE FONGITOXIQUE
RETROUVEE DANS LES PLANTES ISSUES DE SEMENCES TRAITEES
AU BENOMYL (résultats exprimés en ug de bénomyl),

A - Influence de la nature du substrat de semis.

Stade Vermiculite Mélange terreux
végétatif de | _ _ _ . __ o ]
la plante.

Partie de la plante Partie de la plante
PR AR |
aérienne souterraine aerienne souterraine
cotylédonaired 0, 04 , < 0,01 0,02 <0,01
lere feuille | 0, 38 < 0,01 0, 06 < 0,01

B - Influence de la composition du liquide d'arrosage.

PARTIE DE LA PLANTE

AERIENNE _ SOUTERRAINE
Solution nutritive eau Solgtion nutritive ean
0,41 0,40 <0, 01 <0, 01

REMARQUE : Aucune zone d'inhibition n' a été détectée avec les plantes
témoins,
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Estimation du rendement de la méthode utilisée : Les parties aériennes

de 25 plantes témoins sont surchargées avec des quantités connucs de bénomyl
puis la quantité du produit fongitoxique du résidu est estimée i 1'aide de la cour-

be de bénomnyl étalon apres extraction, Les résultats sont rapportés dans le

tableau ci-dessous,

TABLEAU 1V,

Rendement de la méthode d'extraction du bénomyl,

Quantité de béno- Quantité de fongicide
. . . Rendement %
myl ajouté en pg retrouvée en pg
10 : 3,5 35
20 3,9 19,5
40 12,9 32,2
200 51,1 25,6

En examinant ce tableau nous constatons que la méthode ainsi employée
posseéde un rendement tres faible et variable compris entre 19,5 et 35 %. Etant

donné ce faible rendement les quantités décelées sont sous-estimées,

4) Discussion :
Mis a part ce faible rendement de la méthode d'extraction du fongicide uti-
lisée, nous pensons que les explications suivantes pourraient &tre données afin

d'interpréter les résultats obtenus,

Lies constituants de la plante peuvent probablement agir sur l'activité
des composés fongitoxiques détectés in vitro. Ainsi DEKHUIJZEN1962) dans
le cas de Na DDC (dithiocarbamate de sodium) en utilisant une méthode biolo-
gique comparable a . la ndtre, constate que 0,1 ml d'une solution aqueuse

de ce produit 3 20 ppm provoque une zone d'inhibition sur Glomerella cingulata

(organisme test) tandis que 0,1 ml d'une solution hydroalcoolique d'extrait de

concombres titrant 20 ppm de ce fongicide ne provoque pas une zone d'inhibitim
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sur ce champignon. Cet auteur conclut qu'il existe dans les concombres des

substances antagonistes de ce fongicide, De plus MEYER et al. (1971) en

traitant des plantes d'Agrostis palustris, cultivées sur la vermiculite avec 5,

12,5 et 25 ppm détecte un fongicide dans les 1'acin‘es seulement avec la dose
de 25 ppm tandis que sur les feuilles un fongicide est détecté mé&me avec la
dose de 5 ppm. En conséquence nous nous demandons si dans notre cas un é-
ventuel antagoniste du bénomyl n'existe pas aussi bien dans les parties aérien-

nes que dans les parties souterraines des concombres,

Enfin une dernikére explication peut &tre formulée : dans les expériences
in vivo le bénomyl se trouve en quantité suffisante pour protéger les plantes
contre S, fuliginea mais dans les expériences in vitro en présence de 1'extrait

des plantes, son activité contre P. expansum LK, est limitée, ‘Ainsi NETZER

et al, (1970) apres traitement du sol avec du bénomyl obtient une protection des-
melons et poivrons vis a vis des attaques de l'oldium et de 1'oldiopsis. Pour-

tant dans des essais in vitro une activité fongitoxique vis a vis de P, expansum

est détectée avec des morceaux de feuilles de melon mais pas avec celles du

poivron, Ce qui conduit ces auteurs a la mé&me conclusion que nous,

D - NATURE DE LA (OU DES) SUBSTANCES(S) RESPONSABLE(S) DE
L'ACTIVITE FONGITOXIQUE PRESENTE DANS LES PLANTES,

Ayant mis en évidence la présence d'une substance fongitoxique dans les
parties aériennes des concombres, le probléeme que nous nous sommes posés
est le suivant : est-ce bien du bénomyl qui est responsable de l'activité fongi-

toxique détectée ?.

Des études sur divers produits ont prouvé que des transformations de
ceux-ci dans les plantes sont possibles, . C'est le cas de certains antibiotiques
(DEKKER et ARK, 1959), des dithiocarbamates (DEKHUIJZEN, 1964) et des
.nouveaux systémiques (THAPLIYAL, 1970 ; CHIN, 1970 ; SNEL - EDGINGTON,
1970 ; LEROUX et GREDT, 1971),

Dans le cas du bénomyl, PETERSON et EDGINGTON (1969) sur le haricot
et SIMS et al. (1969) sur le coton, ont identifié 3 1'intérieur des plantes du A

B.M.C. (Benzimidazole-2-méthyl carbamate) dont la formule est la suivante :
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Fig. 6 : Methyl-2-benzimidazole-carbamate ou B.M,C,

Ce produit dérivé du bénomyl par hydrolyse est également fongitoxique in vitro,
Sa compésition chimique a été étudiée par CLEMONS et SISLER (1969). D'a-
pres WAIN et CARTER (1967) le comportement d'un fongicide est différent se-
lon la plante étudiée, Ainsi MAIER et HORNER (1957) trouvent que la strepto-
mycine est rapidement décomposée dans les tissus du houblon tandis qu'elle

est stable dans la plupart des autres plantes étudiées,

A notre connaissance aucun chercheur parmi ceux qui ont étudié l'activi-
té systémique du bénomyl chez les Cucurbitacées, n'a identifié la nature de la

substance véhiculée dans la plante,

En conséquence nous avons voulu vérifier dans notre cas si c'est le bé-.
nomyl ou le B.M,C. qui est responsable de 1'activité fongitoxique dans les con-

combres,

1) Matériel et méthodes utilisés :

Les plantes sont cultivées dans les mémes conditions que précédem-
ment, Au stade 1 feuille (18 jours apres le semis) 25 plantules issues de semen-
ces témoinsou traitées sont prélevées, 'Leur extraction et la purification des
extraits sont effectuées suivant la méthode déja décrite. Le résidu obtenu est

repris par 1 ml d'acétate d'éthyle,.

Chromatographie : Pour préciser la nature du résidu nous avons succes

sivement utilisé la chromatographie sur papier et sur gel de silice.

a - Chromatographie sur papier :

-

Plusieurs essais de développement des chromatogrammes effec-
tués sur papier Whatman n® 1, ont été tentés avec différents solvants : acéta-

te d'éthyle, acétone, acétate d'éthyle-acétone 6/4, acétate d'éthyle-hexane 5/5,
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Finalement nous avons retenu le dernier systeme d'éluant pour toutes nos

rd » -~ ” P e »
expériences. Le chromatogramme, apres développement,est séché puis ap-
pliqué pendant 7 minutes sur un milieu P,D,A, ensemencé avec des spores de

P. expansum, Apres incubation 3 24°C pendant 24 heures, aux endroits ou un

produit fongitoxique était localisé sur le chromatogramme, des zones d'inhibi-

tion apparaissent sur le milieu,

b - Chromatographie sur gel de silice :

Une technique utilisée par WELZIEN (1958) et ensuite par DEKUIJ-
ZEN (1962) pour la révélation biologique de chromatogrammes sur papier, nous
a conduit 3 employer la méthode de chromatographie sur plaques de verrerecous
vertes d'une couche de silicgsuivie d'une révélation biologique. La technique

de cette méthode est la suivante :

Des plaques de verre 20 x 20 cm sont recouvertes d'une couche
de 250 p de gel de silice (G, selon STAHL). Apres activation & 110°C pendant
20 minutes, puis refroidissement,des dépdts ponctuels de bénomyl cu d'extraits
de plantes sont effectués, Ces plaques sont développées a l'aide du mélange
acétate d’éthyle - hexane 5/5, Apres évaporation des solvants, du milieu P,D, A,

(1 % de gélose) ensemencé avec P, expansum 3 raison de 106 spores/ml de

milieu est pulvérisé sur les plaques,

Au bout de 24 248 heures d'incubation dans une atmosphere satu-
rée d'humidité 3 25°C des zones d'inhibition apparaissent sur les plaques et

permettent de localiser les corps fongitoxiques,

Une technique semblable est décrite par PETERSON-EDGINGTON
(1968), CLEMONS-SISLER (1969) et LEROUX-GREDT (1971).

2) Résultats :

Le premier résultat de ces expériences a été la mise en évidence de la
décomposition du bénomyl dans les solvants organiques. En effet deux corps fon-

gitoxiques sont détectés sur les chromatogrammes,

La méthode de chromatographie sur papier a dd &tre abandonnée a cau-
se du faible pouvoir adsorbant du papier utilisé qui ne permet pas d'effectuer des
dépdts d'extraits de plantes assez important pour obtenir une bonne sensibilité,
Celle-ci reste de l'ordre de 0,5 ug de bénomyl, De plus, des deux corps détectés,

1'un ne migre pas et l'autre va jusqu'au front,
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Avec la chromatographie sur gel de silice, lorsque le bénomyl est
dissout dans l'acétate d'éthyle, deux corps fongitoxiques soﬁt également détec-
tés mais avec des R, de (5, 15 et 0,75. Par essai ultérieur nous avons vérifié
que le B,M.C. a un Rf, de 0,15 donc le bénomyl est réprésenté par la tache
de Rf, 0,75. De plus, on constate qu'entre ces deux taches existe une trainée.
d'autant plus large que la quantité déposée est plus importante. Cette trainée

disparait lorsque le dé;ﬁt de bénomyl initial est de l'ordre de 0 pg 1.

Aucune zone d'inhibition - est observée chez les plantes témoins.Par
contre les extraits de plantes issues de semences enrobées avec du bénomyl
contiennent uniquement une substance fongitoxique ayant un Rf, = 0,15, il s'a-

git donc du B.M.C. Ces résultats sont reportés sur la figure 7,

3) Conclusions et discussion :

Nos résultats confirment ceux trouvés par PETERSON - EDGINGTON
(1969), CLEMONS - SISLER (1969) et SIMS & al. (1969) en ce qui concerne la
décomposition du bénomyl apres sa dissolution dans un solvant organique, Apres
analyse chimique de ces deux corps détectés sur la chromatoplaque, ces auteurs
trouvent que le corps inférieur correspond au B,M,C,, produit de la décompo-
sition du bénomyl, tandis que le corps supérieur est identifié au bénomyl lui-mé-
me. De plus PETERSON - EDGINGTON observent la méme trainée que nous,
lorsque le dépdt du bénomyl initial est trop élevé, Ils expliquent ce fait par 1'ins-

tabilité du bénomyl et sa tendance & se décomposer en B,M.C,

Le B,M.C, d'ailleurs est l'unique corps fongitoxique trouvé par ces
chercheurs dans les haricots et le-coton. Nous pouvons alors ajouter que 1'uni-
que produit, présent dans les concombres issus de semences enrobées avec du

bénomyl est le B.M,C, et non le produit initial utilisé,

Ces résultats ne nous permettent pas de savoir si le bénomyl est dégra-
dé a l'extérieur ou a l'intérieur des plantes, Une étude ultérieure essayera de

préciser ce point,
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FIGURE 7.

Détection apres chromatographie sur gel de silice des corps
fongitoxiques, & partir d'une solution de bénomyl dans 1'acé-

, tate d'éthyle, ou des extraits des parties aériennes des con-
combres issues de semences traitées au bénomyl.

O

1:0,1 pg de bénomyl dissout dans 1'acétate d'éthyle,

2:0,2png - - - - -

3:0,5npng - - - - -

4 : extrait de plantes issues de - semences témoins

5: - - - - traitées.
I:B.M.C.

IT : bénomyl,

D : origine des dépdts ; F : front de la chromatoplaque.
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CHAPITRE II : VOIE DE PENETRATION DU BENOMYL DANS LA

PLANTE A LA SUITE D'UN TRAITEMENT DES
SEMENCES.

Dans le chapitre précédent nous avons montré que les concombres issus
des semences enrobées avec le bénomyl contenaient une substance fongitoxi-
que (le benzimidazole-2-Méthyl-Carbamate ou B.M.C.) qui est véhiculée jusque
dans les feuilles, Cependant le mode de passage de ce fongicide dans les plan-
tules de concombres n'a jamais été étudié, En fait deux hypotheses peuvent &tre

avancées :

- pénétration du fongicide'a travers les téguments ;

- diffusion du fongicide dans le sol, puis absorption racinaire.

DEKKER (1957), ARK et DEKKER (1958), KRUGER (1960), OORT et DEK-
KER (1960), et de nombreux autres chercheurs ont observé le passage de cer-
tains antibiotiques i travers les téguments des graines de concombres et d'au-
tres plantes. Il en est de mé&me avec des dithiocarbamates, (VOLGER, 1959) le
mercure et le soufre (VIR et BAJAJ, 1963), ALLAM et al. (1969}, signalent
que l'absorption de la carboxine (fongicide systémique) chez le coton a lieu au
niveau des semences avant 1'émergence des racines. Pour THAPLIYAL et SIN-
CLAIR (1970) le bénomyl, le chloroneb et la carboxine utilisés en traitement

des semences de soja, passent a travers les téguments,

Il nous a donc paru intéressant de préciser le mode de passage du bénomyl
dans les plantules de concombre apres enrobage des semences, Au cours de

cette étude nous avons tenté de préciser l'influence de 3 facteurs:

- la nature de la plante (comparaison des semences de concombres avec
celles d'une autre plante) ;
- la dose du produit utilisé ;

- la durée du contact entre le fongicide et la semence,
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A - MATERIEL ET METHODES,

1) Matériel.:

Pour cette expérience des graine de concombre (C. sativus I..) de la

variété "vert long marafcher" et deharicot (Phaseolus vulgaris L,) de la varié-

té "Michélet' sont enrobées & sec avec du Benlate aux doses de 100 et 500 g.
M.A./q. de semences, Une seconde série de graines non enrobées est gardée

comme témoin,
2) Méthodes :

Conditionnement des semences avant le prélevement : Les semences

enrobées ou non sont déposées dans le mélange terreux utilisé précédemment,
ce substrat est arrosé au préalable de fagon 4 ce que son humidité soit de 35 %

environ,

Pour chaque condition une terrine contenant 60 graines est préparée,

Toutes les terrines sont ensuite déposées dans une pieéce a 18 - 19°C,

Les temps- de contact entre les semences et le mélange terreux sont

de 24 ou 45 heures car au-dela de ce dernier temps les semences germent,

Lors de chaque prélevement les semences sont lavées trois fois a 1'eau
du robinet. Apres séchage, elles sont décortiquées soigneusement a l'aide de
deux pinces, de fagon & ce qu'aucun contact n'ait lieu entre 1'intérieur et 1'ex-
térieur des semences, Afin de savoir si un produit fongitoxique est passé a l'in-
téricur de la graine enrobée avec du bénomyl avant sa germination, trois métho-

des d'estimation sont utilisées.,

a - Observation des attaques de S, fuliginea sur des plantes issues de

e M im em am wm mw me e e M e s e o e e ch am e ca e e WE m e MR e kv M e e e e ew m s S e e e e e Ba e e e Gm ma e S W6 Wm am o e W ww

Le principe de la méthode est le suivant : & la suite d'un enrobage
de semences, sile fongicide passe dans les cotylédons avant que la germina-~
tion ait eu lieu, il est probable qu'apres décortiquage ces semences donneront
des plantules qui seront protégées pendant un certain temps vis a vis d'attaques
d'ofdium, )

Afin d'examiner si cette hypothese est valable, nous préparons deux

séries de terrines pour chaque espece végétale, Au bout de 45 heures les
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graines d'une série sont lavées, décortiquées et repiquées dans de la vermicu-
lite humide, alors que celles de l'autre série sont repiqudées sans lavage ni dé-
corticage dans la vermiculite humide. Apres la levée, les jeunes plantules
(20 par condition) sont conservées en serre a une température de 18 - 24°C

et une hurmnidité relative 2 70 - 80 %.

Entre ces terrines sont déposés des concombres fortement atta-

qués par S. fuliginea, Ensuite nous observons 1l'évolution de la maladie dans

les différents cas,.

b - Recherche d'une activité fongitoxique dans des fragments de se-

Pour cette €tude la méthode biologique en boites de Pétri décrite
précédemment est utilisée, Les semences décortiquées sont coupées transver -
salement et déposées verticalement (la section sur le milieu nutritif) dans des

boites de Pétri ensemencées avec des spores de P, expansum, Apres incuba-

tion (24h & 24°C) les diametres des zones d'inhibition apparues autour des mor-

ceaux de graines sont mesurés, Pour chaque cas six répétitions sont effectuées,

c - Estimation quantitative du produit fonglto*clque présent 3 l'intérieur
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Cette estimation est réalisée apres extraction des semences,

Extraction : Les graines décortiquées sont coupées en petits mor-
ceaux et sont mises & macérer pendant 15 - 24 heures 2 3°C dans un solvant
organique, Deux solvants ont é&té comparés : l'acétate d'éthyle et 'acétone a-
cide (acide acétique jusqu'apH=2). D'apres nos expériences il semble que l'a-
cétate d'éthylbe permétte une meilleure récupération du fongicide que l'acétone
acide, En conséquence nous avons utilisé au cours de nos extractions l'acéta~
te d'éthyle (15 ml, pour 15 graines de concombres cu 10 graines de haricots),
Apres macération dans 1l'acétate d'éthyle les graines sont broyées au mortier
a l'aide de sable de Fontainebleau., L'extrait obtenu est filtré sur papier Joseph.
Puis 2 ringages avec de l'acétate d'éthyle (10 ml pour les concombres et 15 ml
pour les haricots) sont effectués, Toutes les fractions d'acétate d'éthyle sont
réunies et évaporédes a sec, Les résidus sont repris par 10 ml d'acétate d'éthy-

le et disposés dans des tubes a essais, Au cours de cette expérience deux répé-
p p

titions sont effectuées,
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Dosage du résidu fongitoxique : Les extraits sont dosés suivant les

deux méthodes biologiques, décrites dans le chapitre précédent,

- en boftes de Pétri : les pastilles utilisées sont imbibées avec

0, 06 ml d'extrait de concombre ou de haricot,

- sur des plaques recouvertes de Silica gel : Cette technique,unique-

ment dans le cas de concombre, est utilisée en déposant sur la plaque 10 }11 de

l'extrait, Apres évaporation du solvant les plaques sont pulvérisées directement

(sans développement) avec des spores de P, expansum, Apres incubation des

boites ou des plaques les diametres de zones d'inhibition sont mesurés. Pour
chaque manipulation, en boites de Pétri et sur gel de silice une courbe de bé-
nomyl étalon est préparée, (Graphiques 7, 8: ), Ces deux courbes nous
permettront, par comparaison des diametres de zones d'inhibition obtenus, de
calculer la quantité du bénomyl ayant la mé&me activité fongitoxique que celle

d'extrait,

La méthode sur gel de silice est plus sensible que celle effectuée

en boite de Pétri. En effet les quantités minimales détectées sont de 1l'ordre de

0,001 et 0,1 pg.

B - RESULTATS ET CONCLUSIONS.

Les résultats obtenus au cours de ces dernitres expériences sont

reportés sur le graphique 9, et dans les tableaux V, VI, VII,

1) Protection des concombres et haricots vis & vis des attaques de S,

fuliginea :

L'examen de ce graphique nous permet de constater que :

-~ Chez le concombre : les symptdmes de la maladies apparaissent en

méme temps chez les plantes provenant des semences témoins (décortiquées ou

non) ou des semences enrobées au bénomyl puis décortiquées.

Par contre, les symptémes sont retardés de six jours pour les plan-
tes issues de semences enrobées au bénomyl mais non décortiquées, Ces obser-

vations semblent indépendantes des doses de bénomyl employées.

L'extension de la maladie a toutes les plantes se fait en deux jours
chez les concombres témoins, Lorsque les graines ont été enrobées puis décor-

tiquées la maladie s'étend en trois jours,



Pourtant nous ne pouvons pas conclure que cela signifie un faible pas-
sage du bénomyl par les téguments car chez toutes les plantes issues de se-
mences enrobdes a des doses différentes et non décortiquées la maladie se gé-

néralise en 2 jours seulement,

- Chez le haricot : Dans tous les cas ol l'on traite il y a une protection
plus ou moins longue. Ainsi nous constatons que les plantes issues de semen-
ces enrobées et décorti/quées sont protégées plus longtemps que celles issues
de semences témoins (décortiquées ou non) mais moins longtemps que celles

issues de semences enrobées et non décortiquées,

Lorsque les haricots issus de semences enrobées puis décortiquées
sont traités & des doses plus élevées le temps nécessaire 3 la généralisation
de la maladie s'allonge, Malheureusement dans le cas oli les semences n'ont
pas été décortiquées un accident physiologique nous a empéché d'achever nos

observations.

2) Mise en évidence et estimation quantitative de la substance fongitoxique
présente 3 l'intérieur des semences de concombres et des haricots :

L'examen des tableaux V, VI et VII montre que :

Une activité fongitoxique est détectée dans les fragments de haricots
dont les semences ont été enrobées puis décortiquées au bout de 24 et 45 heures,
‘Une expérience similaire sur des semences de concombre ne permet pas de met-
tre en évidence l'activité fongitoxique (pas de différence par rapport aux semen-

ces témoins.

La quantité de fongicide pénétrant dans la graine de haricot ne semble
pas li€e a la dose d'enrobage mais plutdt au temps pendant lequel le Benlate est
mis en contact avec les téguments de la graine dans le milieu humide. Nous pou-
vons donc conclure que ce fongicide utilisé en enrobage & sec des graines de con-
combres ne pénetre pas a travers les téguments ou du moins en quantité non dé-
tectable par nos tests biologiques. Ce fait est vérifi€ quelle que soit la dose d'en-~
robage et le temps pendant lequel le bénomyl est mis au contact avec les tégu-
ments de la graine dans le milieu humide, et avec les deux méthodes utilisées,
En revanche dans les mémes conditions ce produit ou son produit de décomposi-

tion pénetre a travers les téguments de la graine de haricot,
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C - DISCUSSION.

La principale voie de passage du bénomyl ocu du B,M.C. dans les concom-
bres, issus de scmences enrobées avec du Benlate ne se situe pas au niveau
des téguments. Des résultats comparables ont été obtenus par FRITZ (1971)
avec des semences de Colza, Nous pouvons penser que le fongicide diffuse
dans le substrat de semis puis est absorbé par les jeunes racines. Cependant
le péssage direct a travers les téguments,du bénomyl ou B, M.C.,existe com-~
me nous l'avons démontré chez les haricots et chez le soja d'apres les auteurs
cités au début de ce chapitre.'Ceci nous conduit & penser que la pénétration
d'un fongicide systémique par cette \}oie doit &tre plus ou moins liée aux pro~-
priétés physicochimiques des téguments variables selon les semences em-

ployées.

Selon nous, l'absorption racinaire des fongicides systémiques utilisés en
traitement des semences doit &tre la principale voie de passage, mé&me dans
le cas ol un transfert direct } travers les téguments se produit., BENT. (1971)
arrive 3 la mé&me conclusion,au cours de son étude sur la recherche de la meil-
leure efficacité d'éthyrimol (fongicide systémique) vis 3 vis de 1'oldium de 1l'or-
ge par augmentation de la quantité du fongicide utilisé par hectare plutdt et

non par graine,
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GRAPHIQUE 7,

Action in vitro du bénomyl sur la germination des

spores de Penicillium expansum (culture en boite de Pétri),
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GRAPHIQUE 8,

Action in vitro du bénomyl sur la germination des spores

de Penicillium expansum ( culture sur gel de silice ).

Diametre des zones
ld'inhibition en mm,
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GRAPHIQUE 9,

-6 3 -

Observation des attaques de §, fuliginea sur les concombres et

les haricots issus.de semences décortiquées ou non.
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TABLEAU V,

Diametres des zones d'inhibitions en mm provoquées par les fragments
des graines de concombre ou de haricot décortiquées, apres passage 24
ou 45 heures en terre humide.

Organisme test : Penicillium expansum L. K,

PLANTES CONCOMBRES HARICOTS

traitement L enrobées a raison de ] enrobées a raison de
deos témoins TSV P MA/ témoins

semences & g Q 100g MA/Q [500g MA/Q

N n°® du frag

pede N b |1 o I 11 I | 1 1 | 1 1 |1

la graine

I. 24 heures en terre humide,
I 0 0 0 0 0 0 0 0 37 |37 | 44 44
11 o | o 0 0| 0 0 0 | o | 38 |37 |42 | 43
111 0 0 0 0 0 0 0 0 33 |33 | 40 40
v 0 0 0 0 0 0 0 0 40 |40 34 34
v 0 | o0 0 0] o 0 o | o |37 [37 |40 | 40
VI 0 0 0 0 0 0 0 0 40 |40 | 38 37
) II. 45 heures en terre humide,

T o o 0 o] o 0 0 | 0 |42 |41 | 45 | 46
T 0 0 0 0 0 0 0 0 42 |42 | 45 44
111 o | o 0 0 0 0 o | 0 |43 |43 | 45 | 45
1A% 0 0 0 0 0 0 0 0 39 |40 | 44 44
\% 0 0 0 0 0 0 0 0 44 |44 | 42 42
A 0 0 0 0 0 0 0 0 36 |36 | 44 44

‘.\E'.'Ll_g/}
~——




TABLEAU VI,

Estimation quantitative de 1'activité fongitoxique

retrouvée par graine décortiquée.
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PLANTES CONCOMBRES HARICOTS
traitemet Enrobées A raison de Enrobées a raison de
témoin témoin )

durée 100gr MA/Q | 500gr MA/Q 100gr MA/Q | 500 gr MA/Q
24 heures 0,1 {0,1 0,1 {0,16 5,9 5,9
45 heures 0,1 0,1 {0,1 {0,16 8,7 8,0

Méthode de détection utilisée : Boftes de Pétri,

TABLEAU VII,
Estimation quantitative de 1'activité fongitoxique
retrouvée 3 l'intérieur d'une graine de concombre décortiquée.
traitement Enrobées & raison de
témoin
durée 100g MA/Q | 500g MA/Q
24 heures {0,07 | (0,07 {0,07
45 heures 0,07 | (0,07 { 0,07
Méthode de détection utilisée : Gel de silice.
LEGENDE :
Durée : Temps passé par les graines dans la terre humide,
Les résultats sont exprimés en pe de bénomyl,
n-‘?\.
JUg,

'.f’l,uf
\.
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CHAPITRE 11l : ETUDE DES FACTEURS AGISSANT SUR L'ACTIVITE
SYSTEMIQUE DU BENOMYL UTILISE EN CULTURE
HYDROPONIQUE.

INTRODUCTION,

Ayant mis en évidence l'activité systémique du bénomyl ou plus exacte-
ment de son produit de décomposition le B,M,C., apres un traitement de
semences chez le concombi‘e, et montré que la pénétration de ce produit
s'effectue plutdt par les racines des jeunes plantules qu'a travers les tégu-
ments de la graine, nous avons voulu étudier 1'influence de quelques facteurs

sur cette absorption racinaire,

TIETZ (1954) chez Vicia faba montre que l'absorption racinaire des in-
secticides systémiques est beaucoup plus importante lorsque le produit est
dans un milieu de culture liquide que lorsqu'il est incorporé a du sable ou a

une terre arable.

VIEL (1956) explique ce fait par un mécanisme d'adsorption du pesticide
sur les particules du sol, réduisant ainsi les quantités disponibles pour la

plante,

STOKES (1954) trouve que la concentration d'un antibiotique, la 'griseo-
fulvine', dans les gouttes de transpiration des feuilles de Blé¢, augmente avec
la concentration de 1'antibiotique dans le substrat du semis et avec la durée

d'absorption,

Apres ces données bibliographiques, nous avons décidé de rechercher
par des cultures hydroponiques, différents facteurs qui peuvent influencer 1'ab-

sorption et la répartition du bénomyl ou du B,M, C, dans le concombre,
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Nous allons counsidérer successivement :
- I'influence de la concentration et de la durée d'abs'orption racinaire
du bénomyl ;
- l'influence du stade végétatif de la plante sur l'absorption du béno-

myl par les racines,

A - INFLUENCE DE LLA CONCENTRATION DE BENOMYL ET DE LA DUREE
D'ABSORPTION RACINAIRE SUR LA QUANTITE DE FONGICIDE RETROU -
VEE A L'INTERIEUR DES PLANTES,

Culture des plantes :

Des graines de concombres var. ''vert long maraicher" sont semées sur

de la vermiculite arrosée avec la solution nutritive mentionnée précédemment,

Pour cette étude les plantes sont choisies au stade 1 feuille bien dé-

veloppée, 21 jours apres le semis,

Application du bénomyl :

Les plantes sont prélevées soigneusement et les racines sont lavées
a l'eau du robinet de fagon 2 éliminer tout fragment de vermiculite. puis trans-
férées dans des erlen-meyer(de 200 ml) contenant 100 m! d'une suspension de

Benlate dans 1l'eau distillée.

Quatre plantes par erlen sont maintenues avec un bouchon de coton de

facon & ce que seules les racines baignent dans le liquide.

Nous avons employé les doses suivantes : 0, 5,20 et 50 ppm de béno-
myl, La durée d'absorption pour chaque dose étudiée est de 1, 3, 5 et 8 jours,
Chaque condition est répétée 2 fois, L'expérimentation est réalisée en serre

(18 a2 24°C , 70-80 % H.R.).

1) Mise en évidence et répartition de l'activité fongitoxique présente dans

les fragments des plantes :

T'activité fongitoxique de tous les fragments de tiges (de 7 mm) ou des
rondelles de feuilles (diametre de 7 mm) est estimée biologiquement, Pour

cette expérience les plantes, traitées ou non, sont fragmentées selon le
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graphique 5 (page 43). Les parties végétales prélevées sont déposées dans des

boftes de Pétri contenant du milieu nutritif ensemencé avec P, expansum, Apres

incubation les diametres des zones d'inhibition sont mesurées,

Deux plantes traitées et une plante témoin sont testées chaque fois,

Résultats :

—

Les résultats obtenus sont résumé dans le tableau VII, et présentés
par la figure 8, Pour la clarté de l'exposé nous rapportons sur les grapﬁiques
10, 11, 12, la répartition du fongicide dans les différentes parties végétales
étudides suivant 4 durées d'absorption différentes pour la plus forte concen-
tration du bénomyl étudiée, 50 ppm. De plus dans le graphique 13, nous avons
reporté la répartition de l'activité fongitoxique détectée dans les tiges et les
cotylédons en fonction de la concentration de bénomyl étudiée et pour une du-

rée d'absorption donnée,

Apres examen de nos résultats nous constatons que :
1 - dans l'axe hypocotylé, 1'activité fongitoxique décrofit dans la plupart
des cas de la base vers le sommet (tableéu VIiI). Ce fait semble indépendant
de la concentration en bénomyl dans le liquide d'absorption et de la durée d'ab-
sorption. ;
2 - 3 une concentration de bénomyl déterminée et auvbou't de 24 heures d'ab-
sorption, l'activité fongit oxique n'est généralement détectée que dans les par-

ties inférieures des feuilles et des cotylédons (tableau VII - figure 8).

Quelque soit la durée d'absorption, l'activité fongitoxique présente
dans les feuilles, cotylédons ou tiges, est d'autant plus forte que la concentra-
tion en bénomyl dans le liquide d'absorption est plus élevée.;

3 - pour une concentration déterminée, quelque soit cette concentration,
nous observons que pendanf les 5 premiérs jours d'absorption l'activité fon-
gitoxique augmente dans l'ensemble de la plante,

Au-delid de cette période, cette activité augmente toujours dans les par-
ties inférieures des tiges et dans les parties supéricures des feuilles, tandis

qu'clle diminue dans les zones intermédiairesj
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4 - enfin, nous observons au bout de 24 heures d'absorption, que l'activité
fongitoxique n'est pas détectée dauns les cotylédons et les feuilles des plantes
traitées & la dose de 5 ppm (figure 8), alors qu'a la dose de 20 ppm elle est
mise en évidence dans les parties inférieures de ces mémes organes, Par con-
tre 3 la dose de 50 ppm, nocus détectons du fongicide dans les marges des coty-

1lédons et les extrémités des feuilles (tableau VII, figure 8).

Il nous parait peu probable qu'une diminution de la concentration du
bénomyl dans le liquide d'absorption puisse entrafner une migration plus lente
du produit fongitoxique dans les plantes., En conséquence, nous pensons qu'aux
faibles concentrations l'activité fongitoxique dans certaines parties des plan-

tes est trop faible pour étre détectée par notre méthode.

5 - apres l'examen du graphique 13, nous constatons que l'activité fongito-
xique détectée dans les différents morceaux dés tiges ne varie pas considéra-
blement en fonction de la concentration, tandis que dans les cotylédons elle dif-
fere essentiellement entre les parties inférieures et les extrémités ol nous ob-

servons une accumulation tres nette,

La méthode utilisée ici, fragments végétaux testés in vitro, ne donnant
pas de résultats quantitatifs, nous avons voulu vérifier ces faits, apres extrac-
tion des substances actives et leur estimation quantitative. De plus une étude
chromatographique sur gel de silice nous renseignera si le corps fongitoxique
véhiculé a l'intérieur des concombres est le bénomyl ou le B, M,C. ou bien les

deux produits,
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TABLEAU VIiI
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FIGURE 8.
Translocation d'une substance fongicide dans la plante

de concombre & partir d'une suspension aqueuse de bénomyl,
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GRAPHIQUE 10,

Répartition de 1'activité fongitoxique détectée dans

la tige, en fonction de la durée d'absorption du bénomyl par les racines,

(concentration : 50 ppm.)
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GRAPHIQUE 11,

Répartition de l'activité fongitoxique détectée dans le

cotylédon, en fonction de la durée d'absorption du bénomyl par les racines.
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GRAPHIQUE 12,

Répartition de l'activité fongitoxique détectée dans
la lere feuille, en fonction de la durée d'absorption du bénomyl

par les racines (concentration : 50 ppm),
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GRAPHIQUE 13,

Répartition de l'activité fongitoxique détectée dans la tige
et le cotylédon en fonction de la concentration en bénomyl,

(durée d'absorption : 5 jours).
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2) Estimation quantitative et nature du composé fongitoxique présent

dans les plantes de concombres :

a - Obtention du résidu fongitoxique :

Des plantes traitées pendant 1, 3, 5 et 8 jours avec du bénomyl en
suspension aqueuse, sont prélevées, Leurs racines sont alors lavées soigneu-
sement & 1'eau du robinet, afin d'éliminer la plupart du fongicide adhérant sur
celles-ci, Apres séchage sur papier filtre, les plantes sont segmentées en 3
parties : racines, tiges + pétioles, fcuilles,

Les différents fragments, apres avoir été pesés, sont coupés en
petits morceaux et mis & macérer pendant 24 3 48 heures dans de l'acétate
d'éthyle (25 ml pour deux plantules). Par la suite elles sont broyées et extrai-
tes & 1'aide du sable de Fontainebleau, selon la technique utilisée pour les se-
mences. Le résidu obtenu est repris & raison de 1 ml d'acétate d'éthyle par

gramme de poids frais,

Nature du résidu : La méthode de chromatographie sur couche min-

ce décrite précédemment est & nouveau utilisée, La nature du fongicide est é-

tudiée dans les trois parties prélevées sur des plantes témoins ou traitées,

Pour cette expérience, on dépose sur les plaques de chromatogra-
phie 4 2 5 1,11 de différents extraits obtenus, ainsi que du bénomyl dissout dans

~ Pe ~ . "'6 » .
1'acétate d'éthyle a la concentrationde 1,7.10 M, comme témoin,

b - Estimation quantitative du composé fongitoxique présent dans la

Des estirnations quantitatives sont réalisées & partir des extraits
de plantes, en utilisant la technique éur gel de silice sans élution, Les ioxles
d'inhibition obtenues par des dépdts de 2, 4 et 8 pl d'extrait des plantes sont
comparées avec une courbe étalon du fongicide, Dans toutes les expériences,

2 répétitions sont réalisées pour chaque extrait,
Résultats :

a - Nature du composé- fongitoxique présent dans le concombre

Indépendamment de la durée d'absorption racinaire du béno-
mvl et dans toutes les parties des plantes examinées, le scul produit fongito~
P ’ b g

xique détecté est le B,M,C, Nos résultats sont démontrés par la figure 9,
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b - Quantités de B, M,C., détectées dans les plantes :

v e e ek . e s e Am e me e e M e My e e ME e i e k w A M e T em om e e e e e e e e

Ayant trouvé que dans la plante seul le B, M.C. est détecté,
pour chaque expérience nous tracons une courbe étalon & l'aide de dépdts de
B.M.C, En reportant en abcisse les ldgaritllmes des quantités de fongicide
et en ordonnée les diametres des zones d'inhibition obtenues, comme dans le
cas du bénomyl avec des dépdts bien limités, compris entre 0, 001 pg et 0,1 ng
de B.M,C. nous pouvons tracer une droite (graphique 14). A l'aide de celle-

ci la quantité de B, M,C. dans chaque extrait peut &tre estimée,

Les concentrations de B, M, C, détectées dans les différentes
parties des plantes examinées sont exprimées en ppm de poids frais et repor-

tées dans le tableau VIII et les graphiques 15, 16, 17,

Nous constatons que :

1) La quantité de B, M.C. détectée a l'intéricur des différents orgaﬁes
des plantes augmente avec la concentration en bénomyl dans le liquide d'ab-
sorption, De plus, la quantité de B.M,C, détectée dans la tige, indépendem-
ment de la concentration du liquide d'absorption et pour une durée de 24 heures
au plus est supérieure a celle détectée dans la feuille, Ce phénomene est en-

titrement inversé pour une durée d'absorption plus longue (graphiques 15, 16).

2) Les petites irrégularités trouvées avec les racines des plantes trai-
tées peuvent &tre expliquées par une plus ou moins bonne élimination du béno-

myl adhérant sur celles-ci malgré le lavage a 1'eau,

3) Enfin, pour une concentration de bénomyl déterminée et quelque soit
celle-ci, la quantité de B.M.C. détectée dans les parties aériennes des plantes

en général augmente avec la durée d'absorption.

Cette augmentation est beaucoup plus importante, surtout dans
les feuilles (graphique 17). Ce fait montre qu'il se produit 12 une accumulation
du produit fongitoxique et confirme les résultats obtenus avec les fragments de

plantes.
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FIGURE 9,

Détection apres chromatographie sur gel de silice
des corps fongitoxiques présents dans diverses par-
ties de concombres apres traitement racinaire au

bénomyl,

@,

OOO O

1 : Bénomyl dissout dans l'acétate d'éthyle.v
I BMC |
II : Bénomyl,
2 : extrait racinaire
3 : extrait de tiges
4 : extrait de feuilles
Durée de trempage des racines : 24 heures - D : Origine de dépdts -

F : Front de la chromatoplaque,
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GRAPHIQUE 14,

Inhibition in vitro de la germination des spores
de P, expansum par le B.M,C,

Diametre des zones d'inhibition

en mm,
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TABLEAU VIII,

Quantités de B.M.C. trouvées dans les différentes parfies de

concombres suivant la concentration et la durée d'absorption

o N s ' . .
racinaire, a partir d'une suspension aqueuse de bénomyl,

- 80 -

Durée . . .
I'absorption 24 heures 3 jours ‘ 5 jours 8 jours
¥ ! ' 1 I I ' 1
o - o | : : : : :
Partie de o ) o ! Lo > | L I Lo
oo 8 : ™ 8 3 1 8 yooa : E RS 1 @ 1 =
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- N ] i 1 1
Témoin 0 ; o !0 0 b0 10 0 ; 0 s 0 0 ''o ' o0
' ! ) ) ' 1
] '
b L L L
o . T T
' o 1 1
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de bénomyl ; E : : i i : ;
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LEGENDE,
Les'résultats_ sont exprimés en p.p.m. de poids frais,
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GRAPHIQUE 15,

Quantité de BMC détectée dans les organes de concombre
en fonction de la concentration de bénomyl dans le milieu.

(temps d'absorption : 24 h),

B.M.C.
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GRAPHIQUE 16,

Quantité de BMC détectée dans les organes de concombre
en fonction de la concentration de bénomyl dans le milieu.

(temps d'absorption : 8 jours).
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GRAPHIQUE 17,

Quantité du BMC détectée dans les organes de concombre

en fonction du temps d'absorption (concentration du bénomyl

B.M.C.
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B - INFLUENCE DU STADE VEGETATIF DES CONCOMBRES,

1) Matériel et méthodes utilisés :

Afin d'étudier l'influence du stade végétatif sur l'absorption racinaire
du bénomyl, 4 semis échelonnés tous les 6 jours sont effectuds sur vermicu-

lite de fagon a avoir au moment du prélevement les stades végétatifs suivants :

.

- stade cotylédonaire (15 jours apres le semis)

- stade 1 feuille (21 jours apres le semis)
- stade 2 feuilles (27 jours apres le semis)
- stade 3 feuilles (33 jours apres le semis).

Le préleévement des plantes et l'apport du bénomyl sont réalisés dans
les mé&mes conditions que précédemment, Les-racines des plantes sont trem-
pées pendant 3 jours dans 50 ppm de bénomyl en suspension dans l'eau distil-

lée,

Pour connafitre la répartition et la quantité de B.M,C, présente dans
la plante, nous avons utilisé les mémes techniques que précédemment, c'est
3 dire la mise en évidence et la répartition de l'activité fongitoxique dans les

différentes parties des plantes suivies d'une estimation quantitative du B.M,C,

2) Résultats :

a - Mise en évidence et répartition d'une activité fongitoxique :

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau IX et sur le
graphique 18.4Nous constatons que @
1 - au stade cotylédonaire l'activité fongitoxique présente dans les coty-
1édons est plus importante qu'au stade 1 feuille ;
2 - & partir du stade 1 feuille et au-deld, 1'activité fongitoxique présente
dans les feuilles et cotylédons est d'autant plus forte que les plantes sont &-

gées ; elle s'accumule notamment aux extrémités de ces organes.

b - Ebtunatlon quantitative du B, M,C. présent dans le concombre :

R it e i i R e il I T e e il

Les résultats obtenus sont reportés sur le graphique 19 ou les quan-

tités détectées sont exprimées en ppm de poids frais, Y N
s

‘.. I/“r

~—
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L'examen de ce graphique nous permet de constater que :
- dans les fcuilles, la concentration du B, M,C, est toujours supérieure
a celle contenue dans les tiges et les pétioles, Ce fait est indépendant du sta-

de végétatif de la plante et confirme les résultats obienus précédemment,

- la concentration du B, M,C, dans tous les organes aériens de la plante
augmente avec le stade végétatif de celle-ci., Pourtant au stade cotylédonaire
cette reégle semble ne pas &tre suivie, la quantité en B,M.C, étant supérieure

A celle trouvée au stade 1 feuille, Nous n'avons pas pu expliquer ce phénomene,

3) Conclusions :

De l'ensemble de ces expériences, réalis€es en culture hydroponique,

nous devons retenir que :

1 - Dans le concombre, apres traitement des racines avec le béno-
myl quelle que soit la durée de ce traitement, le seul corps fongitoxique qu'on
peut détecter dans les parties souterraines ou aériennes, est le B.M,C., pro-

duit de décomposition du bénomyl par hydrolyse,

2 - La concentration de ce fongicile dans la plante augmente d'une
facon générale avec la durée d'absorption racinaire, la concentration initiale

du produit dans le substrat liquide et avec le stade végétatif de la plante,

3 - Dans une mé&me plante, le fongicide s'accumule aux extrémi-
tés des feuilles et sa concentration a cet endroit est d'autant plus importante

que l'organe végétal est plus agé,
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Diametres en mm de zones d'inhibition provoquées sur P. expansum LK,

par le B,M,C, contenu dans divers fragments du concombre.

Stade PARTIES DE LA PLANTE
végétatif
Tiges cotylédons |lere feuille |2%me fcuille | 3eme feuille
()
4| B 19 17, 50
o - .
§ 17 19,80
= S 14 24,50
3+
Q
Q
4 B 23,5 16,90 12,80
S M 19,5 18,40 14,25
Y+
o |5 14,5 20,10 18,75
0 .
S | B 19,25 16,40 13, 50 15
o
3
o M 18,175 19,25 16,25 15, 50
g S 15, 25 26,40 21,83 19
/O
[o\]
Q
= B 16,25 24 13,50 13,80 14
o] .
S M 17,50 24 15,50 14, 50 14, 50
, _
g S 20, 50 35 24,70 20,75 16
,(3))
LEGENDE,
Durée de l'expérience : 3 jours,

B : Base de la feuille ou de la tige

M : Milieu de la feuille ou de la tige

S : Sommet de la feuille ou de la tige.
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GRAPHIQUE 18,
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GRAPHIQUE 19,

Influence du stade végétatif de la plante sur la

quantité de BMC détectée,

B.M.C,
en ppm de poids frais
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C - COMPORTEMENT DU BENOMYL DANS L'EAU,

1) Matériel ct méthodes :

Ayant démontré précédethent que le B, M.C, est l'unique substance pré-
sente dans les concombres issus des semences enrobées au bénomyl ou chez
les plantules dont les racines ont trempées dans une suspension aqueuse de ce
produit, il nous a paru intéressant d'examiner si cette décomposition s'effec-
tue dés la mise en suspension du fongicide dans le milieu liquide., Pour cette
étude, nous préparons simultanément une suspension de"Benlate"dans 1'eau dis-
tillée et une solution dans l'acétate d'éthyle, a la concentration de 1,7, lO_éM

de bénomyl,

Au bout de 0, 5, 24, 48 et 120 heures, 10 ml de la suspension aqueuse de
bénomyl sont évaporés a sec et repris par 10 ml d'acétate d'éthyle, L'évapora-
tion, qui dure environ 1 heure, est effectuée a l'aide d'un évaporateur rotatif

sous vide,

En utilisant la technique de chromatographie sur couche mince, nous a-
vons examiné le comportement du bénomyl en suspension dans l'eau ou en so-
lution dans l'acétate d'éthyle sirmultanément au bout des temps rapportés ci-

dessus,

On dépose sur la plaque, pour chaque estimation, 2 }11 de résidu repris

par de l'acetate d’vthyle ou par la solutlon du benomyl dans ce solvant,

Nos expériences nous ont permis de mettre en évidence la décom-
position du bénomyl dés sa mise en suspension dans l'eau, En effet jusqu'au
prélevement effectué au bout de 24 heures apres la mise en suspension deux
corps fongitoxiques sont détectés sur 1a_.chromatoplaque. Les valeurs de Rf,
de ces corps corrcspond‘ent 4 celles du bénomyl et du B,M.C, détectés avec la
solution du bénomyl dans 1'acétate d'éthyle utilisée comme étalon, En revanche
dans le cas des prélevements. effectués au bout de 48 heures et au-dela, le
B.M.,C. seul est détecté par notre méthode, Dans le graphique 20, sont repor-

tés les diametres des zones d'inhibition provoquée sur P, expansum par les
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corps fongitoxiques provenant de la solution étalon du bénomyl ou de sa sus-
pension dans l'eau et en fonction du temps pendant lequel le prélevement est
réalisé,

Apres examen de ce graphique nous constatons que :

1 - Lorsque le bénomyl est dissout dans 1'acétate d'éthyle, les diametres
des zones d'inhibition du B, M., C, et du bénomyl révélées sur la chromatopla-
que ne varient pas considérablement pendant les 5 jours étudiés, Ces résul-
tats concordent avec ceux trouvés par PETERSON et EDGINGTON (1969),
montrant qu'apres dilution du bénomyl dans le chloroforme les deux corps fon-

gitoxiques détectés (bénomyl et B.M.C.) restent stables pendant un mois,

2 -~ Lorsque le bénomyl est mis en suspension dans l'eau, le diametre des

zones dlinhibition provoquée sur P, expansum par le B,M,C. semblent rester

stables pendant les 5 jours étudiés, tandis que celle provoquée par le bénomyl
diminue de plus en plus de facon qu'au bout de 48 heures, notre méthode de dé-

tection s'avere insuffisante (sensibilité 0, 001 pg).

3) Discussion,

Nous venons de voir qu'apres la nﬂse en suspension du bénomyl dans
l'eau et pour une durée de 24 heures selon nos expériences, ou‘'de 4 jours,
d'apres PETERSON et EDGINGTON (1969), deux corps fongitoxiques (B.M.C,
et bénomyl) sont détectés. Par contre, dans les concombres, d'apres nos ex-
périences, dans les haricots d'apres PETERSON et EDGINGTON (1969), ou
dans le coton d'apres SIMS et al, (1969), suivant un traitement des racines
au bénomyl et indépendamment de la durée de ce traitement le seul produit
détecté dans l'extrait de ces plantes est le B,M.C, Ces résultats ncus indi-
quent que soit le B..M.C'.’est I'unique corps qui entre dans la plante, soit que le
bénomyl entre également mais qu'il se décompose entitrement en B,M.C, ou
eﬁ un produit inactif in vitro dans la plante ou pendant l'extraction soumis 3 la
présence des substances d'inhibiteurs végétaux de nature inconnue, Pourtant
tres récemment, MEYER - NICHOLSON et SINCLAIR (1971) signalent que dans

1'extrait de feuilles d'Agrostis palustris ils ont mis en évidence les deux corps,
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bénomyl et B,M,C,, apres traitement des racines avec du bénomyl. Ceci nous
amene a penser que la nature de la plante peut jouer un rdle tres important

sur la décomposition de ce fongicide comme c'est le cas de plusieurs pestici-

des systémiques.

GRAPHIQUE 20,

Décomposition du bénomyl dans 1'eau et dans 1'acétate

d'éthyle en fonction du temps.,

Diametre de la zone

4 d'inhibition en mm,
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INTRODUCTION,

Un produit systémiqufe d'apres BENT (1970) peut agir soit sur la plante
en élevant sa résistance vis 2 vis d'un agent pathogene soit directement sur le
parasite., Cet auteur pense que le fongicide lui-méme ou son produit de décom-
position peut agir sur le processus normal de la germination des spores, sur
l'extension des hyphes externes mais surtout sur le développement du champi-

gnon a l'intérieur de la plante,

Dans la premiere partie de ce travail nous avons précisé 1'évolution d'une
conidie semée sur une plante témoin, Apres la germination se forme l'appres-
sorium qui adhere 3 1'épiderme ée la plante hote et en traversant celle-ci for-
me a l'intérieur de la cellule épidermique un éugoir ou haustorium. A notre
connaissance le mode d'action du bénomyl ou B, M.C, sur l'oldium n'a jamais
été étudié. Il nous a paru alors intéressant d'entreprendre une étude de l'ac-
tion de ce fongicide sur les processus physiologiques de S, fuliginea en consi-
dérant : -

1 - la germination des conidies in vitro et in vivo ;

2 - l'extension et le nombre des hyphes superficielles provenant d'une

: c‘onidie H
3 - la pénétration du parasite dans la plante et la formation de sugoirs

dans les cellules épidermiques.

A - MATERIEL ET METHODES.,

1) Etude in vitro :

L'action in vitro du bénomyl sur 1'oldium est étudiée 2 1'aide de coni-

dies de S. fuliginea portées sur des lames de verre, recouvertes d'une couche

de fongicide. Cette expérience est effectuée comme suit :

a - Préparation des lames de verre :

Le fongicide est déposé sur des lames de vexre selon une techni-
que décrite par ZARACOVITIS (1964). Suivant cette technique 1 ml d'acétone

contenant une concentration donnée de fongicide est ajouté 3 9 ml d'un mélange
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[eR

'acétone et d'acétate d'éthyle dans un rapport volumique de 3/1, contenant

1 % d'acétate de cellulose en poids parA volume ., Les lames de verre sonttrem-
pées dans cette préparation extemporanée puis séchées a l'air libre, Apres
évaporation du solvant il reste sur les lames un film d'acétate de cellulose

contenant du fongicide,

Dans le cas du bénomyl nous avons utilisé cette technique en di-

—

luant notre produit dans l'acétate d'éthyie au lieu de l'acétone aux doses de

3,4.10“8 0 3,4.107 7 ; 3,4.10’6et3,4.1o‘5Mol (M.)

b - Origine des conidies :

Les conidies proviennent de plantes de concombre attaquées par .

S. fuliginea et conservées en serre, Les expériences sont réalisées en jours

courts, Un éclairement quotidien supplémentaire pendant 6 heures est appor-
té par deux tubes de Néon de 40 W. mis 3 une distance de 60 cm au-dessus des
plantes, Afin d'avoir des conidies approximativement du méme dge nous éli-
minons les anciennes spores pﬁr un faible courant d'air comprimé. De cette

facon nous disposons pour chaque essai de conidies dgées de 0-24 heures,

Ces spores sont recueillies sur les lames de verre disposées au

fond d'une boite de papier de dimensions40 x 30 x 30 cm,

¢ - Mise en évidence in vitro de la germination des conidies :
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Les lames de verre portant les conidies sont mises horizontale-
ment sur des rails de verre au fond d'une bofte de Pétri d'un diamdtre de 15 cm
et d'une hauteur'de 1,5 cm, L'intérieur des boftes est recouvert de disques de
papier Joseph (deux sur la base et un sur le couvercle) imbibés d'eau, Afin
d'assurer une atmosphere saturée d'humidité, facteur nécessaire pour la ger-
mination des conidies d'ofdium comme nous l'avons déja mentionné par ailleurs
et apres plusieurs essais, nous avons constaté que 5 ml d'eau a la base de la
bofte et 3 ml sur le couvercle donnaient les meilleurs résultats, Par la suite
les boites de Pétri sont mises a incuber pendant 24 heures a 24 + 1°C, Au bout
de ce temps le taux de germination est calculé par observation au microscope.
Au cours de cette expérience 600 conidies sont mesurées pour chaque dose

-

employée avec 3 répétitions,



2) Etude in vivo :

Des disques de 8 mm de diametre provenant de cotylédons de concom-

bres issus de semences témoins ou traitées au bénomyl, aux doses de 100 ou

500 g. M.A./quintal sont mis 3 flotter & la surface de 1'eau contenue dans des
boftes de Pétri, suivant la technique utilisée par DEKKER (1961). La surface

supérieure des cotylédons est en contact avec l'eau.

Les fragments de plantes sont ensuite contaminés artificiellement avec

des conidies de S, fuliginea de la mé&me fagon que les lames de verre,

Apres la contamination trois lots de boiftes ainsi préparées sont mises

2 incuber a l'étuve 2 24+ 1°C et & 1'obscurité.

Au bout de 18 heures un premier lot de boites est sortie de 1'étuve, Une
partie de ce matériel sert aux observations microscopiques sur le matériel vi-
vant tandis qu'une autre partie est destinée 2 la confection de coupes cytologi-
ques. Au bout de 24 heures les deux autres lots de boftes de Pétri sont sortis
de 1'étuve, L'un d'ecux sert aux observations sur matériel vivant ou aprés fi-
xation, et 1'autre lot est mis en serre afin d'effectuer des observations in vi-

vo 48 heures apres la contamination,
Pour ces examens, deux techniques sont utilisées :

a - Prélevement de 1'épiderme :

L'épiderme contaminé est prélevé, coloré a chaud au bleu coton

' dans le lactophénol 3 1 %, , puis observé sous le microscope., Cette techni-
P

que tres efficace quand elle réussit, reste malheureusement tres difficile a

réaliser car l'épiderme inférieur des feuilles de concombre est tres fragile,

b - Empreinte de collodion :

Une technique a été décrite par DARPOUX, ARNOUX et LEBRUN

(1956) pour suivre le cheminement des hyphes de Cercospora beticola sur les

Y

feuilles de betterave & 1'aide de verni a ongles, Plus tard, le dernier de ces
auteurs (travail non publié) a remplacé le verni par du collodion dissout dans
1'éther éthylique & 4 %, Suivant cette méthode, nous étalons a l'aide d'un fin

pinceau une couche de collodion sur la surface contaminée. Apres évaporation
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de 1'éther, le collodion laisse une fine membrane qui englobe les conidies se-
mées sur la feuille, Ce film est alors enlevé et retourné sur une lame de verre
portant une goutte de colorant (bleu coton dans lactophénol 1 %.). La coloration

b

s'effectue a chaud et la préparation est observée sous le microscope.

3) Observations sur matériel fixé§ :

Pour étudier plus spécifiquement la pénétration et la progression du pa-
rasite dans les feuilles de concombre nous avons eu recours a l'observation de

coupes cytologiques,

- Des fragments de feuilles, contaminées suivant la:technique déja dé-
crite, sont prélevés au bout de 18, 24 et 48 heures apres l'inoculation et fixés

au mélange formol - alcool - acide acétique (F,A,A,).

Les échantillons sont déshydratés a 1l'alcool butylique tertiaire (métho-
de de JOHANSEN), inclus dans la paraffine selon la méthode classique et cou-
pés a 7 ou 10 p, Apres déparaffinage, les lames sont colorées au bleu coton
C 4 B de POIRRIER & 0,5 % dans le lactophénol pour localiser la présence
du parasite, & I'hématoxyline ferrique de HEIDENHAIN (BRUNIN, 1970) ou par
la quadruple combinaison : thionine-vert lumitre-érythrosine-orange G (méthode
de MARGOLENA in JOHANSEN), Cette derniere méthode permet de distinguer
les spores (colorées en jaune) et les hyphes (en violet), du cytoplasme (en ro-

se) et des parois cellulosiques (jaune rosé) pectiques(rouge) ou lignifides (vert).

Pour préciser les premiers stades de la pénétration du parasite, nous
avons eu recours a quelques autres colorations spécifiques telles que le rouge
de ruthénium, le chlorure de zinc iodé, la phloroglucine-iodhydrique (réaction
de MORQUER), le fast-green, le réactif de SCHIFF apres hydrolyse & l'acide

périodique (réaction du P,A.S.).

B - RESULTATS,

1) Action du bénomyl sur la germination des conidies :

a - Etude in vitro :

P e I TP

L'étude in vitro nous a permis de constater que la présence du bé-

nomyl n'empéche pas totalement la formation du tube germinatif mais diminue
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le taux de germination des conidies. Les résultats quantitatifs obtenus sont re-
portés dans le tableau X , en tenant compte de 1l'inhibition naturelle du témoin

suivant la formule A'ABBOTT :

% inhibition observée - % inhibition naturelle

% inhibition corrigée = 100 x

100 % - % inhibition naturelle.

TABLEAU X

Inhibition in vitro de la germination des conidies de S, fuliginea

par le bénomyl.

% inhibition de la germi-

Dose employée en Mol. . . g
pLoy nation des conidies,

Témoin ' 8,2
3,4.10°8 35,4
3,4.10’7 - 36,1
3,4.10‘6 58, 3
3,4.107° 14, 4

(Moyenne de trois répétitions),

De ce tableau il ressort qu'il existe une inhibition de la germi-
nation des conidies, d'autant plus élevée que la dose du fongicide employée
est plus importante,

Discussion :

Pour cette étude, les méthodes classiques décrites par Mc CALLAN
pour examiner l'action de différents fongicides de surface sur la germination

des spores, ne peuvent pas &trc utilisées. En effet les spores des oidiums
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perdent leur pouvoir germinatif lorsqu'elles sont mises en suspension dans

l'eau (CORNER, 1935 - YARWOOD, 1957 - PERIES, 1961).

Au cours de nos expériences nous avons pu obtenir un taux de germina-

tion, sur des lames témoins, de l'ordre de 75 - 91 %. Pourtant d'autres cher-

cheurs, utilisant les mémes techniques n'obtiennent qu'une germination tres fai-

ble (16 %) avec les conidies du mé&me champignon (BENT, 1970).

Ainsi, nous avons pu constater, au cours de nos travaux, que pour ob-

tenir une bonne germination des conidies d'oldium in vitro il est nécessaire

que les plantes hotes soient vigoureuses, relativement jeunes, et faiblement

attaquées par le parasite, De plus pendant l'incubation l'atmosphere ambiante

doit &tre saturée en eau & 100 %, Une humidité relative inférieure ou supérieu-

re 3 100 % est défavorable 3 la germination des conidies,

b - Etude in vivo :

In vivo, nous constatons que chez les plantes traitées le pourcentage

de spores germées diminue lorsqu'on augmente la dose de fongicide employée

en enrobage des semences, Les résultats quantitatifs obtenus sont reportés dans

le tableau XI,

TABLEAU X1

Inhibition in vivo de la germination des conidies de S, fuliginea
par le B.M,C,

Heures apres
la contamination

18

24

48

Plantes issues

traitées i

traitées a

traitées a

~

la germination

des témoin ™ témoin- i témoin T
semences 100g/Q600g/Q 100g/Q:500g/g IOOg/Q:SOOg/Q
: : :
: : :
Nombre des co-| 354 350 | 385 309 | 336 ! 311 | 314 | 347 ! 359
nidies étudiées : : !
1 1 1
| i
. ] 1
] 1
Inhibition % de | 3g,¢ | 54,6 | 65,7 | 39,8 | 53,3 !59,8 | 25,8 | 29,8 ' 35,4
{ !
1 ]
[] ]
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De ce tableau il ressort que :

- Pendant les premieéres heures apreés la contamination le pro-
duit contenu dans les plantes semble avoir une action nette sur la germination
des conidies. Pourtant plus tard, 48 heures aprés la contamination le pourcen-
tage des spores germées sur les plantes traitées augmente de telle facon que
le taux de la germination finale n'est pas considérablement différent de celui
observé sur des plantes témoins, Par contre la différence entre les deux doses

employées existe toujours,

Nous pouvons alors en conclure que le produit 2 des doses emplo-
yées n'a pas une action décisive, sur ce stade du champignon dans des essais

in vivo,

2) Action du bénomyl ou du BMC sur l'extension des hyphes de

S. fuliginea, ' ,411§>
. ‘\ Qe

TR
L"""

p

L'observation des empreintes au collodion a permis de constater que :
chez les plantes témoins, en plus du tube germinatif formé, le nombre des
hyphes végétatives, produites par les conidies augmente dans le temps ; ainsi
au bout de 48 heures apres la cont‘ramination, plusieurs conidies présentent
trois ou quatre hyphes végétatives.vPar contre, chez les plantes traitées, le
nombre de spores possédant une seule hyphe végétative est extrémement faible
et d'une fagcon générale 1'évolution de la conidie s'arréte apres formation du
tube germinatif, Les résultats quantitatifs sont reportés dans le tableau XII

et illustrés par la planche I,

Le bénomyl agit ainsi principalement sur la formation et le développe-

ment ultérieur des hyphes végétatives issues de spores,
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Nombre de tubes germinatifs formés in vivo par conidie

de S, fuliginea,

temps apres

plantes issueq

nombre de

7% de conidies germées

%

tube germi-

la contami- des spores ger- possédant ‘natif .
afintatietiat e + hyphes vé-
nation, semences |mées comp- 1 | 2 3 4 gétatives.
tées hyphes végétatives
Témoin 199 59,3 [14,07 73,4
traitées a
- 350 0, 0,9
18-19 heured 100 g/Q. 9
traitées a
20 0,5 0,5
500 g/Q. ? !
Témoin 204 17,7 | 57,4 75,1
traitées a
24 heures 200 1,5 1,5
| 100 g/Q.
traitées a
216 1,8 1,8
500 g/Q. .
Témoin 107 6,5 33,6 | 38,3 1,5 85,9
traitées a
238 1,7 1,7
48 heures 100 g/Q.
traitées 2 ‘
217 1,8 1,8
500 g/Q. .
//Lu

v
t Uuy
\\-._\
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3) Action du B.M.C. sur la formation de l'appressorium, la pénétration

du parasite et la formation de sucoirs,

Les "techniques d'empreintes de 1'épiderme et de coupes cytologiques
pratiquées 2 la suite de prélevements périodiques de feuilles de concombfe con-
taminées artificiellement ou naturellement, ont permis de suivre l'adhérence,
la pénétration et la progression du parasite chez des plantes traitées au béno-

myl ou non,

a - Observations d'empreintes de collodion et de 1'épiderme contaminée:
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Apres la contamination artificielle nous observons,au bout de 18
heures, sur le matériel non traité et plus rarement sur le matériel traité, la
différenciation d'un appressorium 3 partir du tube germinatif déja formé (plan-

che I, figures 1 et 2).

Au bout de 24 et 48 heures, l'observation des empreintes des plan-
tes témoins montre la présence d'un appressorium sur la plupart des tubes ger-
minatifs (planche I, figures 3et4), alors que sur le matériel traité il est diffi-

cile de le mettre en évidence (planche I, figures 5 et 6),

A l'aide de 1'épiderme prélevé nous avons pu constater dans les cel-
lules de la plante hdte non traitée des haustoria ou sugoirs, issus des appresso-

ria déja formés.

Des haustoria ne sont observés qu'occasionnellement chez les plan-

tes traitées.

b - Observations de coupes transversales :

1.'étude de coupes transversales nous a permis de vérifier les ob-
servations effectuées sur les empreintes et 1'épiderme des feuilles contaminées
Notamment, nous avons pu constater que la formation des sucoirs est beau-
coup plus rare chez les plantes traitées que chez les témoins. Lorsqu'ils exis-
tent, ils sont moins volumineux et moins bien constitués, (Planche II, figures

1 et 2).

Chez les plantes non traitées par le bénomyl, 24 heures apres la
contamination, le développement des haustoria se poursuit et au bout de 48
heures ils occupent presque tout le volume de la cellule épidermique (planche

II, figures 3 et 5). Il est mé&me possible d'observer parfois 2 sucoirs dans la



-102 -

méme cellule (planche III, figure 6). Au contraire, chez les plantes traitées,
les hautoria quand ils existent ne semblent pas évoluer : ils présentent un vo-
lume comparable & celui qui est observé au bout de 18 heures, et leur forme

parait &tre dégénérée (planche II, figures 4iet 6).

Pourtant, qu'il s'agisse de plantes traitées ou non, le mécanis-
me de pénétration du parasite dans l'assise épidermique de 1'hdte semble se
dérouler de la méme maniere, Le mycélium exophyte, ou la conidie, constitue
d'abord un appressorium qui adhere 3 1'épiderme., Apres réactions au rouge
de ruthenium et au chlorure de zinc iodé, un halo décoloré autout du point de
contact, marqué par une légeére dépression de la paroi, montre qu'a ce niveau
la cuticule commence 2 &tre altérée. En mé&me temps, vers l'intérieur de la
cellule épidermique, la paroi squelettique s'épaissit de part et d'autre du point
de pénétration d'un tres fin filament germinatif issu de 1'appressoium, Cette
hyphe, d'abord intrapariétale, traverse l'épaiississement qui s'accroft au fur
et 3 mesure de la progression, Finalement le tube perce a l'extrémité de la
paroi développée en doigt de gant et donne naissance a un sugoir, en repoussant

le cytoplasme de la cellule-hdte (planche III, figures 1 & 3).

De&s le début de la pénétration, le noyau de l'appressorium se divi-
se ; un des noyaux fils passe dans le jeune sucoir (planche 1II, figure 2), tandis-
qu'une cloison le sépare de la cellule-mere . (Ceci a pu &tre particulierement
observé apres réaction au P.A.'S.)..L'haustorium se comporte alors comme une

cellule indépendante, le parasite est intracellulaire.

A ce stade (planche III, figure 4), nous pouvons observer dans la
cellule épidermique de la plante malade un pédicelle résultant de la déforma-
tion de la paroi de la cellule hote ; cet épaississernent trés marqué n'est pas
coloré par le bleu coton ni par le rouge de ruthenium ni par la phloroglucine
iodhydrique mais prend une teinte jaune orangé avec le chlorure de zinc iodé,
ce qui montre qu'il y a au niveau de la pénétration, une dégradation des com-
posés pectiques et cellulosiques.'Le pédicelle forme une sorte de gaine autour

de 1'hyphe de pénétration qui s'évase légerement avant de constituer le sugoir.
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Apres coloration a 1'hématoxyline, 1'haustorium montre un noyau
central et de nombreuses' petites vacuoles (planche III, figure 5). Dans la cel-
lule-hdte, le cytoplasme et son plasmalemme sont repoussés par l'hyphe de
pénétration, mais paraissent &tre séparés du sugoir par la fine membrane qui

le limite. Ceci est notamment bien visible apres coloration au fast-green,

Ultérieurement et seulement sur les plantes non traitées au béno-
myl, nous pouvons suivre le développement du ou des haustoria dans la cellule-
héte (planche III, figure 6) et mé&me la formation d'un conidiophore porteur de

nouvelles conidies (planche III, figure 7).

En conclusion, les préparations traitées au chlorure de zinc iodé,
au mélange de MARGOLENA et au rouge de ruthénium spécifique des composés
pectiques, montrent qu'au contact de l'appressorium avec la cellule épidermi-
que, la coloration s'atténue fortement et méme disparait totalement au niveau
du point de pénétration.'Ces réactions peuvent &tre expliquées par la décompo-
sition locale de la cuticule et de la paroi pecto-cellulosique de 1'hdte, Des ob-
servations analogues ont été effectuées par SCHLUTER (1970) sur les cellules

épidermiques de l'orge parasité par Erysiphe graminis et par CAPORALI (196(

sur Rosa pouzini attaqué par Sphaerotheca pannosa. De plus, les réactions po-

sitives que donnent 1'épaississement de la paroi et ultérieurement le pédicelle
au P,A.S. et au fast-green révelent la présence a ce niveau de polysaccharides

et de protéines basiques,

Nous pouvons donc conclure, en fonction de ces observations, que
la pénétration de S, fuliginea se fait par des actions enzymatiques qu'il con-

viendrait de péciser,

Notons enfin que sur les plantes issues de semences traitées au
bénomyl, il est plus difficile d'étudier la pénétration du parasite, du fait que

les réactions colorées sont toujours tres fortement atténuées,



PLANCHE 1.

v 3

Action in vivo du B.M.C, sur la formation des appressoria

et des hyphes végétatives (observations d'empreintes de col-

lodion ; coloration au bleu coton).

- Figure 1

- Figure 2

- Figure 3 :

- Figure 4

- Figure 5

- Figure 6

(¢]

o

3

: conidie semée sur des plantes issues des semences non traitées -

. " "

conidie
appressorium
tube germinatif

hyphe végétative,

n

18 heures apres contamination.

plantes issues des semences traitées a
500 g/Q. - 18 heures apres contamination,

plantes issues des semences non traitées -
24 heures apres contamination,

plantes issues des semences non traitées -
48 heures apres contamination,

plantes issues des semences traitées -
24 heures apres contamination,

plantes issues des semences traitées -
48 heures apres contamination,
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PLANCHE 1II.

Action in vivo du B, M., C, sur la formation des sugoirs
(observations de coupes transversales, F, A, A, , Héma- >
toxyline ferrique),,’

LA

- Figure 1 : Plante issue de semence non traité - 18 heures apres
" contamination,
- Figure 2 : Plante issue de semence traitée & 500 g/Q. - 18 heures

apres contamination,

- Figure 3 : Plante issue de semence non traitée - 24 heures apres
contamination,
o )
- Figure 4 : Planterissue de semence traitée & 500 g/Q.. - 24 heures

wage ©
apres contamination,

- Figure 5 : . Plante issue de semence non traitée - 48 heures apres
contarnination, '
- Figure 6 : Plante issue de semence traitée & 100 g/Q, - 48 heures

Y s

apres contamination.

e = épaississement de la paroi de la cellule épidermi(jue dans la zone
de pénétration (hachurée).

h = hyphe de pénétration.
B = noyau du sucgoir, - i

s = sucgoir,
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Planche




PLANCHE III.

Divers stades de la pénétration de Sph. fuliginea dans

la cellule épidermique de Cucumis sativus.

a = appressorium ; c = cuticule ; co’= conidie ; cp = conidiophore ;
cyt = cytoplasme de-la cellule-hdte ; é = épaississement de la paroi
-de la cellule-hdte ; h = hyphe de pénétration ; n = noyau du sugoir ;

p = pédicelle ; s = sugoir ; v =vacuole ; m = mycélium,

b i
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C - CONCLUSIONS ET DISCUSSION,

D'apres les résultats de nos expériences sur l'influence du bénomyl ou
du B.,M,C. vis a vis des différents processus physiologiques de S. fulic;ing_;}
nous constatons que le fongicide €tudié agit sur la germination des conidies,
Pourtant l'action principale du produit ne se situe pas & ce niveau de la vie
du parasite, mais d'une maniere plus importante au niveau de la formation
des organes intracellulaires du champignon, en particulier en inhibant  le dé-

veloppement des sugoirs formés dans les premieres 24 heures qui suivent

la contamination,

HIRATA et TOGASHI (1957) ont démontré 1'importance de la formation de

ce premier sugoir pour l'installation de l'oldium, En travaillant sur Erysiphe gra-

minis, ces auteurs ont obscrvé que si le premier haustorium ne se dévelop-
pe pas il ne peut y avoir formation d'hyphes secondaires ni installation d'une

colonie, Nous avons confirmer ces observations sur S. fuliginea. En effet la

technique d'empreinte nous a montré que les conidies, ensemencées sur des
plantes traitées et examinées 48 heures apres, ne présentaient généralement que
le tube germinatif, Chez le témoin le champignon avait formé dans le méme temps

au moins 3 hyphes végétatives en plus du tube germinatif,

CLEMONS et SISLER (1971) ont montré que le B,M,C,, produit de décom-
position du bénomyl, est absorbé en tres petites quantités par les cellules

. d'Ustilago maydis et de Neurospora crassa, et qu'il est mortel seulement pour

les organismes en développement, ce qu'ils expliquent par une interférence
avec des réactions anaboliques des champignons, Parmi plusieurs actions pos-
sibles recherchées sur le métabolisme des cellules, ils démontrent finalement
que le B.lM..C.Aintervient sur la synthese du D,N. A, qui est tres rapidement
inhibée par le fongicide, Ils en concluent que le fongicide doit inhiber direc-
tement la formation du D.N..A.‘ ou bien égir sur la division du noyau et de la
cellule, Cette conclusion est en accord avec l'observation de - HASTIE (1970)
qui a montté que le bénomyl (produit initial) provoque une instabilité du noyau

d'Aspergillus nidulans.‘SIJPESTEIJN (1970), apres une étude critique sur le

mode d'action des différents fongicides, conclut également que les vrais fon-
gicides systémiques comme par exemple la carboxine, le bénomyl, le thiaben-

dazole, l'azauracil, le chloroneb ainsi que les insecticides systémiques,
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les bactéricides et les fongicides utilisés en médecine, doiveﬁt agir sur la
biosynthese du parasite plutdt que sur la production d'énergie. Pourtant il
est bien connu que le métabolisme des champignons et des plantes est iden-
tique en ce qui concerné les actions enzymatiques, On peut alors se deman-
der pourquoi le B, M,C, qui inhibe la biosynthese du D,N,A. du parasite

n'inhibe pas celle de 1'héte,

L'auteur répond i cette question en faisant intervenir la différence de
q

vitesse de croissance entre les deux organismes : champignon et plante supérieure

Finalement nous devons retenir de cette partie de notre travail que la pré-
sence du B. M., C, dans la plante ne permet pas le développement des haustoria
d'ol son action contre l'ofdium des Cucurbitacées par défaut de nutrition 3 par-

tir de la plante hdte qui empéche l'installation du parasite,
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CONCLUSIONS GENERALES.

[ el i e e e e R - e

Le but de ce travail était d'étudier les propriétés systémiques d'un
nouveau fongicide "le bénomyl'" et son efficacité contre 1'oldium des concom-
bres cultivés dans les serres du C,N.R, A, a Versailles, ainsi que son mode

d'action contre le parasite responsable de cette maladie,
De l'ensemble de nos expériences nous pouvons tirer les conclu-
sions suivantes :

1 - Le champignon responsable de 1'oldiumn des concombres cultivés dans

ces locaux est le Sphaerotheca fuliginea (Schl.) Poll,

2 - Le bénomyl en suspension dans l'eau ou en solution aqueuse dans le
sol se décompose en B,M,C, en fonction du temps. - Ainsi 48 heures L
apres la mise en suspension du produit initial, seul le B.M,C, est détecté

par notre méthode., Ce produit parait &tre stable pendant les 5 jours étudiés,

3 - Apres traitement des semences au bénomyl une activité fongitoxique
a été mise en évidence dans les parties aériennes des plantes issues, Le fon-
gicide a été identifié comme étant le B,M.C, Ce corps est transporté dans les
plantes par la voie du xyleme et s'accumule finalement aux extrémités des feuil-
les. Le mé&me produit est détecté dans les concombres dont les racines sont

mises & tremper dans une suspension aqueuse de bénomyl,

4 - Les voies de passage du bénomyl ou du B,M,C, ont été mises en évi-
dence dans le cas de concombres et de haricots issus de semences traitées.
Dans le premier cas, ce passage s'effectue par diffusion du bénomyl dans le

.
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substrat du semis ; la décomposition en B,M,.C. dans le substrat humide est
suivie d'une absorption racinaire du produit résultant, Dans le cas du haricot,
il existe une possibilité de passage direct du B.M.C, 2 travers les téguments

des semences,

5 - La nature du substrat du semis semble jouer un rdle important sur
les possibilités d'absorption du bénomyl par les concombres. Plus précisément
un substrat contenant de la matiere organique adsorbe plus fortement ce fon-
gicide qu'un substrat minéral. Par contre, les microorganismes du sol et la
nature du liquide d'arrosage ne semblent pas avoir une grande influence sur

sa disponibilité vis a vis des plantes,

Nous constatons alors qu'aprés un traitement des semences avec le bé-
nomyl, il y a passage du fongicide dans la plante soit par voie directe a travers
les téguments de la graine, soit par la voie indirecte des jeunes racines, Nous
pouvons considérer que dans la pratique le traitement des semences avec ce
fongicide systémique, doit &tre recommandé de préférence 2 un traitement du
sol. En effet par cette derniere méthode, le contact du produit avec les jeunes
racines n'est pas toujours assuré et il y a un risque d'une plus forte adsorption
du fongicide par les particules du sol surtout lorsque celui-ci est assez riche

en matiere organique,

6 - La concentration du bénomyl dans le substrat du semis, le temps de
contact, entre ce fongicide et les racines des concombres, ainsi que le stade
végétatif semblent influer sur la quantité de produit détectée a 1'intérieur des

plantes traitées,

7 - Le B,M.,C, provenant du bénomyl se montre systémique et actif con-
tre S. fuliginea de concombre, la durée de la protection des plantes étant en

relation avec la quantité de fongicide présente aux endroits d'infection,
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8 - Le mode d'action du fongicide ou de son produit de décomposition a été
mis en évidence, In vitro, il inhibe sensiblement la ger:mination des conidies

de S. fuliginea, Pourtant des essais in vivo, il ressort que l'action principale

du fongicide se situe au niveau de la formation du premier sucoir du parasite
dont 1'installation est empé&chée lorsque les plantes sont traitées, Ainsi il ne
peut y avoir formation d'hyphes végétatives car le fongicide agit sur les orga-
nes intracellulaires du parasite ; en plus de son action préventive il devrait
donc avoir une action curative et éradicante, d'ou son intéré&t pour la lutte con-

tre les maladies déja installées chez les plantes cultivées.
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