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HISTORIQUE

I~ INTRODUCTION
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Les charbons et les caries (smut, brunt, brandpilze, carbone,
galavnia, anthrakes, davlites etc...) sont des maladies des plantes provo-
quées par des champignons appartenaht au groupe des Ustilaginales (Zambettakis,
1970). De nombreuses espéces provoquent chez les végétaux supérieurs qu'ils
parasitent, des troubles du métabolisme de la différenciation cellulaire et
de la croissance ; par exemple, Ustilago hypodites (Fr.) est responsable
du gigantisme de la tige du brome, alors que Ustilaco paraguariensis (Sp.)
en s'attaquant aux entrenoeuds supérieurs des tiges de Cynodon dactylon (Pers.)
bloque leur développement et empéche leur floraison (Zambettakis, 1963).

Ustilago violacea (Pers.) Rouss. se rencontre a la fois en Europe,
en Asie, en Afrique et en Amérique ; on peut le trouver sur plus de 100
espéces de Caryophyllacées (Viennot-Bourgin, 1949) et son action sur
Silene alba (Miller) E.H.L.Krause et Silene dioica (L.) Clairv. observée
dés 1888 par Giard a suscité de nombreux travaux (lang, 1934, Baker, 1947,
Novat, 1967, Evans et Wilson, 1971 etc...).

II  BIOLOGIE DU CHAMPIGNON
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a) Eyc1e de développement de 1'Ustilago violacea (Pers.) Rouss.

Les téliospores de 1'Ustilago violacea se forment en quantité
considérable dans les anthéres de Silénes parasitées. Elles sont de couleur
brun violacé, leur paroi est réticulée, leur forme arrondie, leur taille

varie de 4 3 14 un de diamétre.

Le cycle de développement du champignon comporte, selon Chadefaud et coll

(1963) deux phases successives, 1'une et 1'autre sporophytiques, séparées
par une perittogamie (fig. 1). La phase primaire est engendrée par les spori-
dies provenant du promycelium que la téliospore émet & la germination. Ces




Fig. I : Cycle des Ustilaginales (selon Chadefaud et coll., 1963),

1. Le cycle des Ustilaginales : P (4) et P (-), phase primaire (= colonies
de cellules levuriformes haploides, les unes positives, les autres négatives) ;
g, copulation (= perittocanie) de deux cellules de la phase primaire, 1'une (+),
V'autre (-) ; S, phase secondaire (=nycélium dicaryotique, parasite) ;
fl’ fruit chartonneux avec jeunes spores charbtonneuses, encore & dicaryon ; fz,
fruit charbonneux plus égé ; spores charbonneuses (sp) devenues diploides, par
une caryogamie ; 0$, archéohaside convertie en un‘organe sporidien, producteur
de sporidies (s), les ures (+), les autres (-), d'ol dériveront de nouvelles
colonies de cellules levuriformes. Souvent, au lieu de preduire ces colonies, les
sporidies se conjuguent elles-mémes entre elles, chaque sporidie (+) avec une
sporidie {-) ; - 2. Chez 1'Ustilago du Salsifis (= U. tragopogonis), transfor-
mation d'une cellule & dicaryon en une spore charbonneuse diploide ; - 3. Chez
le Sorosporium de la Sacoraire (= S. saponariae), jeune fruit chartonncux, formé
par une masse compacte ce spores charbonneuses, dans un péridium ceuposé d'hyphes
{qui ensuite se gélifient) ; - 4, Chez 1'Urocystis du Seigle (= U, occulta),
petit fruit charbonneux formé de gquelques spores charbonneuses aaglomérées, entou-
rées d'un péridium corzosé de cellules stériles, hyalines ; = 5. Phase prinaire
de 1'Ustilago viclacea, des fleurs du Lychnis diofcue : a, cellule levurifeorme e
bourgeonnant une cellule-fille (pas de lipides) ; b, copulation de deux cellules
levurifornes (riches en qlobules lipidiques).




sporidies sont des cellules haploides, levuriformes, qui se multiplient
par bourgeonnement ; lorsqu'elles s'unissent deux & deux pour former des
cellules & dicaryon, c'est la périttogamie.

Au cours de la phase secondaire, le mycelium dicaryotique engendré
par les cellules 3 dicaryon se développe en parasite dans les tissus de
la plante hote et produit des spores charbonneuses appelées selon les auteurs
téliospores, téleutospores ou chlamydospores. Lorsque les spores sont
1ibérées, elles germent et produisent un organe sporidien (probaside ou
promycelium) producteur de sporidieset le cycle recommence.

b) Germination des téliospores

Chez les Ustilaginées, les téliospores comme les téleutospores
des Urédinées se maintiennent pendant la période de vie latente sous forme
binucléée, (Heim, 1971) et non uninucléée comme il a &été admis par Wang
(1932) et Chadefaud et ¢oll. (1963).

I1 n'a pas &té etabli d'une facon certaine & quel endroit (télios-
pore ou promycélium) s'effectue la premiére division du noyau, ni a quel
moment s'accomplit 1a réduction chromatique. Diverses hypothéses ont &té
avancées ; selon lang (1932) la premiére division du noyau (2 n) est
réductionnelle, elle a lieu au moment de la production du promycelium. L'un
des deux noyaux fils passe dans ce promycélium ol s'effectue la deuxiéme
division. Les travaux de Heim (1971) révélent qu'au moment de la germination
de la spore, 1'enveloppe sporale se déchire et dégénére sur place. Le
contenu cellulaire, cytoplasme et noyau, s'étale en un promycelium et
c'est dans cette masse, autour de laquelle quelques résidus de membranes
en dégénérescence sont encore visibles, qu'ont lieu les divisions nucléaires.

Si les auteurs ne sont pas d'accord sur 1'état caryologique de 1a
téliospore ni sur les différents moments et lieux des divisions nucléaires
au cours de la germination, ils sont unanimes pour admettre que thé&oriquement
la spore germe en un tube (le promycelium) qui se partage en trois ou quatre
cellules émettant chacune une ou plusieurs sporidieshyalines uninucléées.

Hassan et MacDonald ont montré en 1971 que les téliospores d'Usti-
lago violacea peuvent germer dans des anthéres encore fermées : lorsqu'on

les met en suspension dans 1'eau distillée a 18°C la germination commence
aprés 4 heures 15 minutes. Les promyceliums qui en résultent comprennent




deux d trois cellules, rarement quatre ; ces derniéres émettent des sporidies
qui se multiplient végétativement toutes les 45 minutes (Poon et Day, 1974).

Le pourcentage de germination des téliospores n'est pas affecté
par la teneur du milieu en glucose ou en maltose (entre 0 et 5 %) ni par
la lumiére. Par contre, il varie en fonction du pH (optimum 6,6) et en
fonction de 1'dge des téliospores (40 a 50 % de germination aprés deux
ans de conservation) (Hassan.et Machonald,1971)., Selon ces auteurs, la

meilleure germination s'obtient dans 1'eau stérile, alors que pour 1'Ustilago
striiformis certaines substances telles que le benomyl favorisent la

germination et la croissance (Robinson et Hodges, 1973),

c¢) Formation des dicaryons

Les sporidies haploides émises par les cellules promycéliennes
sont de signe (+) et (-)3 elles se conjuguent entre elles pour devenir
des dicaryons (Viennot-Bourgin, 1964). Cette conjugaison peut aussi se
produire entre les sporidies secondaires issues de la multiplication végé-
tative des primaires. On peut aussi observer des conjugaisons entre une
sporidie et une cellule promycélienne, entre deux articles d'un méme promy-
célium, ou entre deux promycéliums différents (Poon,Martin et Day, 1974).
La conjugaison peut débuter aprés 2 heures 30 minutes mais & 20 ou 22°C
40 % seulement des cellules fusionnent aprés 6 heures de contact. Une
étude approfondie du phénoméne montre qu'il se réalise en cing phases :

- appariement des cellules de types opposés,

- développement d'ampoules copulatrices sur chacune des cellules
en leur point de contact, ,
- élongation de ces ampoules copulatrices.

- dissolution des parois et membranesplasmiques au point de
contact et formation d'un tube,

- élongation du tube de conjugaison-.

d) Mycelium dicaryotique _

Si 1'Ustilago violacea peut &tre cultivé en milieu synthétique
sous sa forme asexuée, le mycelium dicaryotique qui provient de la conjugai-
son des sporidies'(+) et (-) ne peut pas se développer en dehors de la
plante hdte, c'est donc un parasite strict (Baker, 1948; Clement et coll.,
1969; Hassan et MacDonald, 1971).




Dans 1'eau qélosé2 1.10'5 sporidies conjuguées peuvent émettre -

48 heures aprés la fusion, une courte hyphe mycélienne qui dégénére en
produisant des sporidies quatre jours plus tard (Day et Jones, 1968).
L'examen microscopique de différents organes d'une plante parasitée révéle
que le mycélium dicaryotique est présent dans les anthéres, abondant dans
les espaces intercellulaires & la base de 1'ovaire et entre les cellules
parenchymateuses adjacentes aux tissus conducteurs ; dans les tiges, le dé-
veloppement du mycélium est plus important au niveau des noeuds que dans
les entrenoeuds (Hassan et MacDonald, 1971) ; i1 serait également présent
dans les racines, ou Baker (1947) pense qu'il peut subsister pendant
plusieurs années et étre @ 1'origine de nouvelles fleurs parasitées tous
les ans.
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Silene alba et Silene dioica sont deux espéces dioiques apparte-
nant & la famille des Caryophyllacées. Ce sont les hdtes habituels de
1'Ustilago violacea ; Linne 1les avait décrites comme espéce cormune
Lychnis dioica (L.) avec les deux sous-espéces, celle a fleurs rouges et
celle a fleurs blanches (Flore de France : Bonnier, 1948).

Ces espéces ont &té séparées du genre Lychnis parce que le nombre
de dents des capsules est double de celui des styles (Flore de Belgique,
du G.D. du Luxembourg etc..., 1973).

Contrairement & la plupart des Silénes dont les capsules présentent
des cloisons plus ou moins importantes 3 la base, les deux espéces qui nous
intéressent n'en présentent pas; ceci a permis a certains auteurs de les
ranger dans le genre Melandrium (Flora Europaea, 1964). Selon cette flore,
Silene alba (Miller) E.H.L. Krause ou Melandrium album (Miller) Garcke est
une plante dioTque, vivace et parfois annuelle ; elle peut avoir 80 cm de
hauteur avec de nombreuses ramifications. Les tiges sont garnies de poils
mous et glanduleux. Les feuilles sont ovales et pointues aux extrémités,
les caulinaires sont sessiles. L'inflorescence est une cyme 1ache avec

de grandes fleurs 1égérement parfumées, s'ouvrant le soir. Le calice des




fleurs males mesure 15 3 22 mm et porte 10 nervures,‘celui des fleurs femelles
plus ou moins gonflé, mesure 20 & 30 nm et porte 20 nervures.

! Les pétales sont généralement blancs, les styles sont au nombre de cinq
et 1a capsule (10 & 15 mm) de forme ovale s'ouvre par dix dents. C'est une
plante qu'on retrouve dans toute 1'Europe, de préférence dans les champs

cultivés.

Silene dioica (L.) Clairv. ou Melandrium dioTcum (L.) Cosson et Germ.
ou Melandrium rubrum (Weigel) Garcke, ou Melandrium sylvestre (Schkuhr) Rahl.

Cette plante est semblable & Silene alba, mais elle est surtout
vivace. Les tiges sont péu glanduleuses, les feuilles largement ovales,
les fleurs rouges s’'ouvrent le jour. Le calice mesure 10 & 15 mm, les
dents sont largement triangulaires et la capsule (10 & 15 mm) globuleuse
et ovoide s'ouvre par des dents recourbées. Elle vit dans les sous-bois
et on 1a retrouve dans la plupart des pays européens.

Iv. MODE D'INFECTION PAR LES USTILAGO

O o at ey o e kS i o S T A o S T T S Y A S A mar G S A e S
St ittt - 42

Viennot-Bourgin (1954) pensait que la dissémination du champignon
pouvait se faire par le vent, la pluie et les insectes. D'autres recherches
ont &té entreprises pour tenter de déterminer comment le parasite s'introduit
dans la plante hdte.

a) Infection par les graines

Dés 1883, Brefeld suggérait que les graines pouvaient étre 1'un

" des moyens de transmission de 1'Ustilago violacea. Cette hypothése a été

discutée par Baker (1948) et Giuliano (1964) ; toutefois, les expériences

de Hassan et MacDonald (1971) montrent que ce moyen de contamination est

peu probable dans la nature. Cependant, Wanderwalle (1935) en injectant arti-
ficiellement du mycelium charbonneux d'Ustilago nuda dans les embryons de
graines d'orge a obtenu des plantes parasitées ; de méme, Veenenbos et
Brandsma (1957) en éprouvant 1'activité de divers fongicides ont observé

14 % d'infection aprés avoir enrobé de spores des semences humides.




b) Infection par les plantules

Certains chercheurs ont montré que 1'épiderme fragile des plantules
pouvait étre une voie de pénétration du parasite. Par exemple, landerwalle
et Sommereyns (1965) en trempant des coléoptiles d'orge sectionnés dans une
suspension aqueuse de spores d'Ustilago nuda obtiennent 50 % de plantes
charbonnées. De méme, Day et Jones(1968) en injectant & la seringue une
suspension concentrée de sporidies diploides d'Ustilago violacea, a 1'ais-
selle de jeunes feuilles de plantules de Silene alba obtiennent 80 % & 100 %
- de plantes parasitées. Enfin, Hassan et MacDonald (1971) ont réalisé des
infections sur des plantules de Silene dioica (25 mm) en les trempant
dans une suspension de téliospores d'Ustilago violacea ; aprés 6 heures de

contact avec les spores, chaque plantule est transplantée dans un petit
pot contenant du sol indemne de contamination : 10 mois plus tard, toutes
fleurissent et 30 plantules sur 35 sont infectées.

c) Infection par les fleurs

Nielsen (1968) a obtenu des épis charbonneux d'orge aprés inocula-
tion & la seringue, dans les fleurs, de mycélium dicaryotique d'Ustilago
nuda isolé sur milieu synthétique,

MacDonald et Hassan (1971) aprés avoir inoculé une suspension
de chlamydospores d'Ustilago violacea dans les fleurs de Silene alba
maintiennent les plantes en fleurs toute 1'année en les plagant en serre
d 18°C et en les éclairant 18 heures par jour. Dans ces conditions, six
pieds males sur huit et un pied femelle sur huit présentent dix mois plus
tard les symptomes caractéristiques de 1'infection.

d) Infection par les bourgeons

Radulescu et Munteanu (1967) montrent que 1'injection d'une sus-
pension de spores d'Ustilago maydis dans de jeunes bourgeons du mats permet
d'infecter les plantes & n'importe quelle é&tape de leur développement.
D'ailleurs, les travaux de Becerescu (1973)tsur de nombreuses espéces
d'Ustilago (Ustilago nuda, Ustilago tritici, Ustilago nigra, Ustilago hordei)
montrent que la pénétration des parasites peut se faire par les bourgeons,
les plantules ou les fleurs, mais qu'il n'est pas possible, par les méthodes

classiques, de préciser si la pénétration des champignons se fait préférentiel-

lement par un organe ou un autre.




En ce qui concerne 1'Ustilago violacea, certains auteurs pensent
que 1'infection aurait lieu par la région apicale de la plante hote, puis
le mycélium passerait directement dans les organes floraux : le cycle de

développement du champignon s'effectuant entre le pédoncule floral et les
anthéres (Giuliano, 1964). Cette hypothése, d&ja formulée par Yuillemin

en 1891, est reprise par Hassan et MacDonald (1971) ; en effet, en injectant
une suspension concentrée de spores dans des bourgeons de Silene alba
‘cultivé en serre, ces auteurs ont constaté que huit mois plus tard, six

pieds mdles sur huit et un pied femelle sur huit présentaient les symptdmes

caractéristiques des plantes parasitées.
Des tentatives d'infection artificielle par les feuilles ou les

. tiges n'ont donné aucun résultat positif, le mycélium dicaryotique semblant

incapable de pénétrer dans les tissus adultes de Silene alba (Blaringhem,1923).

Ainsi, les organes les plus favorables & la pénétration du parasite
sont les bourgeons, les fleurs, les plantules et éventuellement les graines.
11 est possib]e d'infecter artificiellement une plante par injection de
chlamydospores.

V. MODIFICATIONS MORPHOLOGIQUES PROVOQUEES PAR LE CHAMPIGNON
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I1 est trés rare qu'aprés une infection parasitaire la plante
se développe normalement ; le plus souvent on assiste @ des troubles du
métabolisme qui peuvent se traduire par des modifications morphologiques.
L'Ustilago kolleri (W.) qui parasite Avena sativa (L.) détruit la partie
interne de la base des épillets (Zambettakis, 1970), 1'Ustilago hordei (Pers.)
K.S. responsable du charbon.de 1'orge, hypertrophie les épilliets avant que
les épis parasités se distinguent par leur teinte noirdtre (Wang, 1934).

L'action de 1'Ustilago violacea sur Silene alba et Silene dioica
varie selon qu'il s'attaque aux pieds mdles ou femelles. Sur les pieds
males, le champignon apparait dans les anthéres qui prennent 1'aspect
charbonneux bien avant 1'éclosion des boutons floraux (Baker, 19483
Mani, 1964): les anthéres se transforment en vésicules de teinte violacée,
bourrées de spores qui occupent la place de grains de pollen. Dans certains
cas, les plantes parasitées sont aussi atteintes de nanisme (BAKER, 19483
EVANS et coll., 1971), mais les symptOmes de 1'infection ne sont vraiment




caractéristiques qu'au moment ol les anthéres ec]atent et Tibérent les
spores (fig. II3 et 4).

Les pieds femelles parasités sont stériles, les ovaires se
développent anormalement, leur taille est réduite ; ils sont de forme
allongée et portés par un pédoncule qui reste gréle. En méme temps, les
fleurs femelles différencient des étamines, ce qui leur donne 1'aspect
de fleurs hermaphrodites (Baker, 1947). Ces é&tamines sont bourrées de
spores charbonneuses et il semblerait qu'elles soient les seuls organes cans
lesquels le champignon soit capable de déve]oppér ses organes reproducteurs
(fig. IIy et 2).

VI FACTEURS HORMONAUX
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Différents auteurs ont &tudié 1'action de certaines hormones
sur le développement de Silene alba. D'autres ont analysé les facteurs
de croissance secrétés par 1'Ustilago violacea.

a) Action des hormones sexuelles animales

Love et Love (1945) ont &tudié 1'action de 1'oestrogéne et
de la testostérone sur le développement des plantes dioiques, en particulier
Silene alba. S'ils appliquent sur les bourgeons de 1a lanoline contenant
de faibles doses (0,0005 & 0,1 %) de ces hormones, 60 % des plantes meurent ;
parmi les plantes qui survivent, le nombre qui présente des déformations
varie selon la concentration et la nature de 1'hormone. L'oestrogéne, hormone
femelle, n'affecte pas les pieds femelles du Silene alba quelle que soit
sa concentration ; par contre, la testostérone a la dose de 0,01 % les
rend hermaphrodites.

Inversement, Tes pieds males traités & 1'oestrogéne produ1sent
un ovaire alors que la testostérone ne les affecte pas.

Malgré ces anomalies, il n'y a pas formation de grains de polien
dans les anthéres et les ovaires restent stériles ; cela permet cependant
de constater qu'un traitement chimique peut modifier le sexe des plantes
dioTques.




Figure IT : Fleurs de Silénes et modifications morphologiques provoquées
par 1'Ustilago violacea.

fleur femelle saine

1

2. fleur femelle perasitée
3. fleur mdle saine
4

. fleur mdle parasitée




b) Production d'A I A (acide indolyl-acétique), d'I A N (indol- -
acéto-nitrile et d'A G (acide gibberellique) |

L'analyse d'extrait alcoolique de Silene alba a permis de mettre
en évidence la présence d'A I A et d'A G dans les plantes saines ou
infectées ; mais i1 y a plus d'A G dans les plantes saines, ce qui explique-
rait peut-étre le nanisme observé par Evans et Wilson (1971). Ces
auteurs n'ont retrouvé ni d'A G ni d'A I A dans le milieu de culture des
téliospores de 1'Ustilago violacea, mais ils constatent la présence d'I A N.
Toutefois, 1'appiication exogéne de ce nitrile & une plante saine ne provoque
chez elle aucun trouble.

Les travaux de Hirata (1957) et de Movat (1967) ont montré que
1'Ustilago violacea synthétise de 1'A I A, mais rien ne prouve que cette
substance soit responsable des modifications observées sur les plantes

parasitées. De méme, les extraits aqueux de stigmates de Silene alba
possédent une activité auxine-oxydasique ; chez les plantes saines, les
sépales des fleurs mdles contiennent beaucoup plus d'anthocyane que les
sépales des fleurs femelles mais, aprés infection, le taux de ce pigment
est presque semblable dans les fleurs des deux sexes (Gary et Sagi, 1960).

VII CONCLUSION
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L'action parasitaire de 1'Ustilago violacea sur les silénes- - -
a retenu 1'attention de nombreux phytopathologistes ; en recherchant des
explications au phénoméne de castration parasitaire, ils ont fourni de «
précieuses indications sur la biologie de Silene alba et Silene dio7ca et |

sur celle de 1'Ustilago violacea.

Malgré les résultats obtenus, les relations héte—paraéite réstent
encore bien imprécises et 1'onbignore toujours pourquoi 1'Ustilaco violacea
ne développe ses organes reproducteurs que dans les anthéres, ou pourquoi
la présence du champignon provoque la différenciation d'anthéres dans les
fleurs femelles. Certes, des études génétiques ont montré que ces modifica-
tions florales peuvent apparaitre spontanément a un taux trés faible sur
des plantes saines, ce qui a fait penser & Hassan et MacDonald (1971) qu'il
s'agirait d'un caractére chromosomique apparu a Ta suite d'une infection,
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caractére récessif qui ne s'exprimerait qu'aprés plusieurs générations.

IT s'agit donc d'un probléme complexe dont 1'étude est difficile,
d'autant plus que la période de végétation des Silénes est relativement
courte. De plus, dans les conditions naturelles, de nombreux facteurs
échappent au contrdle des chercheurs : nous avons pensé que les techniques
de culture "in vitro" nous permettraient d'étudier ces phénoménes dans des
conditions plus rigoureuses.
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CULTURE IN VITROODE L'USTILAGO VIOLACEA

Pour étudier les relations "hote-parasite" dans des conditions
d'asepsie rigoureuse, i1 nous a fallu d'abord étudier 1in vitro le dévelop-
pement de la phase haploide saprophytique du cycle du champignon et
obtenir des inoculums & pouvoir pathogéne suffisant pour réaliser des
infections expérimentales.

Hassan et MacDonald (1971) ont montré que les téliospores de
1'Ustilaco violacea germent mieux dans 1'eau distillée que dans une solution
glucosée (5 %) ou dans 1'extrait de malt ; toutefois, pour réaliser nos
expériences, il était intéressant de disposer & tout moment d'un inoculum
capable d'infecter une plante saine. L'eau distillée par suite de phénoménes
de carence ne permet pas la culture indéfinie du champignon. I1 a donc
fallu rechercher un milieu plus riche susceptible d'entretenir le champignon
sans provoquer de mutation ni altérer son pouvoir pathogéne pour Silene alba.
Nous avons comparé 1'effet de milieux utilisés habituellement, soit pour
1a culture des champignons (Sabouraud), soit pour celle des cellules ou
des tissus végétaux (Lescure, 1966) et Murashige et Skoog (1962).

MILIEU DE SABOURAUD

Peptone 30 g.171

Glucose 30 g.l'l




- MILIEU DE LESCURE

(1966)
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COMPOSITION DU MILIEUY CONCENTRATION (g.l-l)
Nitrate de calcium Ca(NOg),s 4 Hy0 200. 1073
Chlorure de potassium  KCI 65. 1073
Nitrate de potassium  KNO, 1960. 1073
Sulfate de magndsium  MgS0,, 7 H,0 360. 1073
Phosphate monopotassique KP04H2 500. 10_3
Phosphate dissodique Na,PO,H 12 H,0 97. 1073
Acide borique Hy80, 1,5. 1073
Iodure de potassium K1 0,75. 1073
Sulfate de manganzse  MnSO, 4 H,0 4,5. 1073
Sulfate de zinc ZnS0,, 7 H,0 1,5. 1073
Fes0, 7 Hy 2,785. 1073
Sulfate de fer Naz EDTA 3,725. 10—3
Thiamine Vitamine B, 1. 1073
Acide 2,4 dichloro-phénoxyacétique (2,4 D) 1. 1073
Saccharose 20‘




MILIEU DE MURASHIGE ET SKOOG (1962) MODIFIE

COMPOSITION DU MILIEU CONCENTRATION (9.1-1)

ELEMENTS MINERAUX

-3
NH, NO, 1650. 10
K NO, 1900. 1073
CaCl, 2 H,0 440. 1073
-3
Mg SO, 7 H0 370. 10
-3
K Hy PO, 170. 10
Na, EDTA 37. 1073
Fe S04, 7 H,0 27. 10
H,B0, 6. 10
MnSO, 4 H,0 22. 10
ZnS0y, 4 Hy0 3. 10
K1 0,83.10°
Na Mo0y , 2 Hy0 0,25.10
Ca S0, 5 H,0 0,025.10
CaCl,, 6 H,0 0,025.10
ELEMENTS ORGANIQUES
Inositol 0,1
Edamine(caséine traijtée par 1
la trypsine)
Glycocolle 2. 1073
2,4 D 0,1. 1073
Kinétine 0,1. 1073
Acide nicotinique 0,5. 1073 /’”‘\>
Pyridoxine HCI 0,5. 1073\
Thiamine 0,5. 1073
Glucose 30




I ETUDE DE LA GERMINATION DES TELIOSPORES
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a) Matériel et Mathodes

Les téliospores proviennent d'anthéres de fleurs parasitées de
Silene dioica récoltées dans un bois aux environs de Lille et conservées
pendant 6 mois dans des boites de Pétri & la température du laboratoire
(20-22°C).

Tous les milieux de culture sont Tiquides et contiennent 3 %
de glucose et les éléments nutritifs de la solution de Murashige et Skoog,
de Sabouraud ou de Lescure; une culture sur eau distillée servant de témoin.
Environ 1 ml de milieu est mis dans une microcuvette de 3 ml, placée dans
une boite de Pétri.

Les téliospores d'un méme bouton floral sont réparties & 1'aide
d'une pince fine dans trois microcuvettes. Les cultures sont maintenues
dans une piéce a 21 T 1ec.

Le taux de germination est évalué au microscope. Aprés homogénéi-
sation, 1 goutte de culture prélevée & 1'aide d'une pipette Pasteur est

mélangée & une goutte de bleu lactique pour &tre observée entre lame et
lamelle.

b) Résultats expérimentaux ‘

Le taux de germination des téliospores ainsi que le pourcentage
de sporidies capables de se conjuguer ont été évalués aprés 12 heures de
culture (tableau 1) et aprés 5 jours (tableau 2).
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MILIEU DE CULTURE GERMINATION ‘ CONJUGAISON
Eau 40 % 23 %
Murashige et ’Skoog , 37 % 25 %
Sabouraud 14 % . 34 %
Lescure 39 % 26 %

Tableau 1 : Pourcentage de germination des téliospores et de conjugai-
son des sporidies compatibles aprés 12 heures de culture.

MILIEU DE CULTURE GERMINATION CONJUGAISON
Eau , 66 % 15 %
Murashige et Skoog 45 yA 10 %
Sabouraud 54 % 9 %
Lescure | 56 % 13 % 8%%)
Lig

Tableau 2 : Pourcentage de germination des té&liospores et de conjugai-
son des sporidies compatibles aprés 5 jours de culture.
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Les téliospores en germant produisent un pronycelium qui se
divise le plus souvent en deux ou trois cellules sur lesquelles se forment
les sporidies. Une fois 1ibérées, celles-ci s'anastomosent deux d deux
pour constituer un dicaryon (Planche I). Selon Hassan et MacDonald (1971),
la germination peut s'observer dans 1'eau au bout de 6 heures. Toutefois,
dans nos expériences, ces téliospores ne germent qu'a partir de 12 heures,
ce qui indique que la conservation (six mois au laboratoire) retarde
cette germination et explique qu'aprés cing jours (Tableau 2), le taux
de spores en germination soit encore élevé.

Aprés leur formation, les promyceliums se détachent trés vite
et tombent au fond des ﬁicrocuvettes avec les sporidies. Une méme spore
peut produire deux promyceliums & la fois ; les anastomoses s'effectuent
non seulement entre deux sporidies, mais aussi entre sporidies et cellules
promyceliennes: ou méme, entre deux cellules promyceéliennes d'origine
difféﬁénte.

Lorsque la suspension de sporidies est dense, on peut observer
la conjugaison entre trois sporidies différentes (Planche I); inversement,
quand les suspensions sont pauvres, les conjugaisons ont plus de mal i
se produire, parfois elles ont lieu par de longs canalicules qui unissent
deux sporidies compatibles. Aprés cing jours de culture, le taux de conju-
gaison diminue (Tableau 2), en raison peut-étre de 1'encombrement important
de promyceliums qui génent le déplacement des sporidies et provoquent leur
asphyxie.

Les sporidies non conjuguées, comme les cellules levuroides, se
multiplient activement par bourgeonnement ; 1'eau distillée seule, quoi que
permettant une bonne germination, est incapable d'assurer leur prolifération.

" Dix jours plus tard, sporidies et promycéliums constituent
une masse pateuse de couleur blanchatre sur les solutions nutritives de
Murashige et Skoog et de Lescure, ou jaunatre sur celle de Sabouraud.

De maniére générale, on peut noter que la germination des té&lios-
pores d'Ustilago violacea, avec toutes les phases qu'elle comporte, est
possible dans tous les milieux de culture utilisés.
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Certes, il est possible d'obtenir la germination des téliospores
récoltées dans la nature sur des plantes parasitées ; nous avons pu
observer les différentes phases de la conjugaison sur les solutions nutritives.
Mais ces cultures n'étaient pas réalisées dans des conditions aseptiques,
les bactéries se développant en méme temps que le promycélium ; il n'est
donc pas possible de prolonger leur durée, ni de les utiliser pour pratiquer
des infections in vitro. Nous avons alors essayé d'obtenir des téliospores
aseptiques, soit en désinfectant les boutons floraux, soit en désinfectant
directement les téliospores.

a) Traitement des boutons floraux

Les jeunes boutons floraux, encore parfaitement fermés et provenant
des plantes parasitées,contiennent déja les téliospores du champignon.
Nous espérions pouvoir les obtenir dans des conditions aseptiques, aprés
les avoir désinfectésextérieurement en les trempant successivement dans
une solution de mercryl & 3 % (15 mn),puis dans une solution d'hypochlorite de
calcium & 120 g/1 (20 mn). Ils sont ensuite rincés trois fois a 1'eau
stérile (5, 10, 15 minutes) et nous avons prélevé les téliospores qui sont
mises d& germer dans une goutte d'eau distillée autoclavée. Le contenu d'un
méme bouton est réparti sur dix Tames différentes. 24 heures plus tard,
1'observation microscopique permet de constater qué les spores germent,
mais que des bactéries subsistent dans la suspension.

b) Désinfection des téliospores

Nous avons alors pensé pouvoir obtenir des téliospores aseptiques
en les traitant par un antibiotique, dans la mesure ol cette substance éli-
mine les bactéries sans empécher la germination des spores. Nous avons
donc comparé 1'action de différents antibiotiques, afin de déterminer celui
qui se révélerait le plus efficace.




1) action de la streptomycine

streptomycine g.1'1 1073 107 1076 1078
germination 50 % 80 % 80 % 80 %
bactéries +++ +++ +++ +++
Tableau 3 Influence de la streptomycine sur la germination des

téliospores de 1'Ustilago violacea

+++ : présence de bactéries.

La streptomycine (Tableau 3) n'inhibe pratiquement pas la
gernination des téliospores mais, dans nos conditions expérimentales,
elle Taisse subsister les bactéries. Le chloramphénicol, 1a terramycine et
la polymyxine également utilisés 3 la dose de 10—4 réduisent considérable-
ment la germination. On assiste souvent & 1'éclatement de téliospores
et les germes bactériens subsistent, sauf en présence de polymyxine(Batcho,
1973). Nous avons donc tenté de réduire la dose de ce dernier composé, afin
d'améliorer le taux de germination (Tableau 4).

?2) action de la polymyxine

polymyxine g.l-l 5,107 107 1076
germination 1% 1% 30 %
bactéries 0 0 +++

Tableau 4- Influence de la polymyxine sur la germination des

téliospores de 1'Ustilago violacea
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Des concentrations de 1'ordre de 10'59.1"1 sont encore efficaces

mais le taux de germination est extrémement faible ; i1 ne s'améliore qu'en
présence d'une solution plus diluée (10_6) qui alors, n'est plus efficace
pour éliminer les bactéries. La prolifération de ces bactéries est rapide

(7 ou & heures), alors que la germination des spores du champignon est

plus lente et nécessite une dizaine d'heures. Nous avons donc réduit le
temps de contact des spores avec une solution de polymyxine 3 107

(Tableau 5) en espérant que les bactéries seraient réduites en temps limité,
et qu'en replacant, aprés rincage, les spores dans 1'eau distillée, elles
pourraient germer convenablement en condition aseptique.

Temps d'exposition 7 10 20
en heures
germination 80 % 2% 2 %
bactéries +++ 0 0

Tableau 5 : Germination des téliospores exposées i temps variable
dans la solution de polymyxine, aprés 12 heures de culture.

En 7 heures, la polymyxine 10—59.1~1 n'élimine pas les bactéries ;
aprés 10 heures, son pouvoir bactéricide est efficace mais le taux de ger-
mination des téliospores est considérablement réduit. Ces différentes
méthodes &tant peu satisfaisantes pour stériliser les spores récoltées
dans la natures nous avons alors utilisé un mélange dihydrostreptomycine-
bipénicilline 1 Q/l M dont le spectre d'activité antibactérienne est assez
large (Tableau 6).
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antibiotique 0 1073 12.107315.1073] 1072 |2.107%|5.10"

g/ml

taux de germination 80 % [ 30% | 30%|32%35%] 25% 0%

bactéries +++ 0 0 0 0 0 0

Tableau 6 : Action du mélange dihydrostreptomycine - bipénicilline
sur 1a germination des téliospores de 1'Ustilago violacea

aprés 12 heures de culture.

La dihydrostreptomycine-bipenicilline se révéle effica-
ce dans nos conditions expérimentales (10'3) mais le taux de germination
est réduit (Tableau 6). De plus, d ces concentrations, les conjugaisons
sont rares et anormales.

Pour tenter d'éviter ces anomalies morphologiques, nous avons
prélevé des suspensions de téliospores mises a germer en 1'absence d'antibio-
tiques ; nous les avons réparties 3 raison de 1 ml par microcuvette

en présence de concentrations d'antibiotiques comprises entre 10_1 et 10—3.

Dans ces conditions, les bactéries sont détruites aprés un
traitement de 12 heures et les sporidies ne présentent pas de modifications
morphologiques ; mais, des champignons‘autres que 1'Ustilago violacea se
développent dans les cultures.

Cette méthode n'est donc pas plus satisfaisante que les précédentes ;
si le mélange dihydrostreptomycine—bipénici]line a un pouvoir bactéricide
certain, il est a fortes concentrations défavorable & la germination des
spores et @ faible concentration, ne permet pas une culture rigoureusement
axénique. |
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IT1 ETUDE DE LA SOUCHE LEVURIFORME DE BAARN EN VUE D'UNE CULTURE
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Compte tenu de ces difficultés, nous avons fait appel 3 1a
mycothéque de Baarn (Hollande) qui nous a fourni une souche axénique
haploide d'Ustilago violacea n°® 438.34. I1 s'agit d'une souche levuroide
obtenue par multiplication asexuée des sporidies. A cdté d'éléments isolés,
arrondis ou ovales, on trouve de trés nombreux &léments plus ou moins
allongés, restant souvent attachés les uns aux autres. La souche s'entretient
facilement par repiquages tous les deux mois environ, sur le milieu de
Sabouraud. Cependant, afin de déterminer le milieu favorable i la fois au
champignon et aux colonies tissulaires de Silene alba, la souche de Baarn
est cultivée sur Te milieu de Heller (1953), de Murashige et Skoog(1962), de
Czapeck (1921), de Sabouraud et de Lescure (1966).

MILIEU DE HELLER (1953)

COMPOSITION DU MILIEU CONCENTRATION (g.171)

-3

KC1 750. 10
NaNO, 600. 1073
-3

S04Mg, 7 Hy 250. 10
-3

POyHyNa, Hy0 125. 10
| -3

CaCl,, 2 Hy0 75. 10
-3

FeCly, 6 H,0 1. 10
-3

S0,Zn, 7 Hy0 1. 10
-3

HyB0, 1. 10
| -3

S04Mn, 4 H)0 « 0,1. 10
-3

S0,Cu, 5 H,0 0,03. 10
e, y 0,03. 1073
. . -3

NiCl,, 6 Hy0 0,03. 10
KT 0,01. 1073

Glucose 30
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MILIEU DE CZAPECK (1921)

COMPOSITION DU MILIEU CONCENTRATION (g.l'l)
ELEMENTS MINERAUX
Na N03 2
K2P04 H | 1
KC1 0,5
FeSO4, 7 H20 0,001
ELEMENTS ORGANIQUES
Glucose 30

La colonie levuroide est mise en suspension dans environ 10 ml
d'eau distillée ; aprés homogénéisation, on repique une partie aliquote
de cette suspension dans le milieu liquide ou gélosé. Pour la culture
en milieu liquide, on introduit & la pipette 0,1 ml de la suspension dans
une fiole de Roux de 1 Titre renfermant 100 ml de solution nutritive,
ou dans une fiole de Fourneau de 125 ml qui en renferme 50 ml.

Pour les culturesen milieu gélosé réalisées en boites de Pétri,

deux méthodes ont &té utilisées :

la premiére consiste & déposer quatre gouttes de 0,1 m1 chacune
a la surface du milieu, '

la deuxiéme consiste & tremper dans la suspension de champignon,
un anneau de fil de fer de 50 mm de diamétre, préalablement stérilisé 3
1'alcool, puis séché dans la flamme ; aprés avoir égoutté cet anneau, on
1'applique centre la surface du milieu de culture. On laisse les boites
pendant quelques heures en position normale, afin de favoriser 1'adhérence
du champignon sur la gélose. Les boites de Pétri sont ensuite scellées 3
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1'aide d'un ruban adhésif, puis on les retourne de facon i éviter la
retombée de 1'eau de condensation sur le milieu.

Les cultures sont alors placées dans une piéce dont la température
est réglée 3 21° t 1°C &clairée par la lumidre du jour et un éclairement
d'appoint fourni 12 heures sur 24 par des tubes Tuminescents (1500 Lux).

La croissance du champignon sur milieu gélosé est évaluée
approximativement, compte tenu de la surface et de 1'épaisseur des colonies ;
aprés culture en milieu liquide, on recueille le champignon sur un papier
filtre puis on détermine le poids frais et le poids sec aprés séchage
a loo°c.

IV RESULTATS EXPERIMENTAUX

o e o e 2 o et e e S 2
ettt 1 1

La croissance du tissu de Silene alba n'est possible que sur
.certaihs milieux nutritifs, elle nécessite obligatoirement une forte
concentration de 2,4 D (acide dichlorophénoxyacétique) ou d'A N A (acide
naphtyl-acétique). La solution de Sabouraud, milieu d'entretien habituel
du champignon, convient mal aux colonies tissulaires du Silene alba, méme

lorsqu'on ajoute 10—79.1-1 de 2,4 D et de kinétine (Dubois et Bouriquet,1974).

a) Croissance de 1'Ustilago violacea sur différents

milieux nutritifs liquides ou solides -

Le champignon a été ensemencé soit en milieu gélosé, soit en
milieu liquide relativement bien aéré (ficle de Roux) ou peu aéré (fiole
de Fourneau).

Apré&s trois semaines de culture, la croissance du champignon
a été évaluée ; les résultats sont réunis dans le Tableau 7 et illustrés
par la planche III.
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§
SOLUTION MILIEU MILIEU LIQUIDE
NUTRITIVE GELOSE : AERE PEU AERE
PF PS PF PS
Sabouraud +++ 596,8 91 91,6 19
Murashige et Skoog .
(é1éments minéraux
et organiques, + + 491 87 84,6 13
2,4 D + kinétine)
Murashige et Skoog _
(é1éments minéraux +++ 524 87 84,6 13
et organiques)
Murashige et Skoog
(é1éments minéraux 0 188,4 5 35,8 2
Czapeck 0 123,6 4 17,8 1
Heller 0 114,4 2 26 1

Tableau 7 : Croissance de 1'Ustilago violacea sur un milieu solide ou

liquide plus ou moins aéré.

En milieu liquide, elle est exprimée en mg de matiére fraiche (PF) ou
de matiére séche (PS). v

En milieu solide, elle est évaluée arbitrairement :

0 : croissance nulle + + : croissance moyenne +++ : bonne croissance

Les milieux solides et liquides bien aérés sont beaucoup plus
favorables que les wilieux liquides peu aérés (fiole de Fourneau).

Les milieux exclusivement minéraux (Heller, Czapeck, et solution
minérale de Murashige et Skoog) ne permettent pas la croissance du champignon.
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Le milieu de Murashige et Skoog complet convient'pratiquement
aussi bien que la solution de Sabouraud utilisée habituellement pour 1'entre-
tien de cette souche, bien que la morphologie des colonies soit trés
différente (Planche III).

Les substances phytohormonales utilisées (2,4 D et kinétine)
ne modifient pas 1a croissance du champignon.

Parmi les milieux utilisés, seul celui renfermant les éléments
de la solution de Murashige et Skoog convient 3 la fois au champignon et
—au tissu, d condition dans ce cas, d'y ajouter du 2,4 D.

Nous nous sommes demandé si tous les Aléments organiques qu'il
contient &taicnt indispencahles et si Tes doses ntilisées &taient les nlus

. ‘

n
favorables au développement du champignon,

b) Effet de différents &léments de la solution de
Murashige et Skooq sur la croissance de
1'Ustilago violacea

Le milieu de Murashige et Skoog est un milieu synthétique
relativement complexe puisqu'il renferme des &léments minéraux, des &léments
organiques ainsi que des facteurs hormonaux. Ces derniers ont été retirés .
pour cette expérience puisque, comme nous venons de le voir, ils interviennent
peu sur la croissance du champignon. En outre, différentes substances ou
groupes de substances ont été soustraits au milieu complet.

Ces essais ont été réalisés sur milieu gélosé. Dans chaque cas,
dix boites de Pétri ont &té ensemencées : cing par la "technique des taches"
et cing par celle de "1'anneau métallique". Aprés 15 jours de culture, les
observations effectuées sont résumées dans le Tableau 8 et Planche III.

Les vitamines, autres que la vitamine Bl’ c'est-a-dire 1'acide
nicotinique, la pyridoxine et 1'inositol ne sont pas indispensables.

Les acides aminés de 1'édamine (hydrolysat de caséine) ne sont
pas indispensables au cours d'un premier repiquage ; ils favorisent cependant
la croissance au cours des repiquages successifs que nécessite 1'entretien
de la souche:




La vitamine B, est absolument indispensable, ce qui confirme
les résultats obtenus par Schopfer et Blumer (1938) qui ont étudié les
facteurs de croissance des espéces du genre Ustilago.

N° ’ MILIEU DE CULTURE CROISSANCE DU CHAMPIGNON
1 durashige et Skoog complet + + +
2 Murashige et Skoog moins : + 4+
. acide nicotinique
. pyridoxine
. inositol
3 Murashige et Skoog moins :
adami + +
. édamine
4 Murashige et Skoog moins :
. édamine
. acide nicotinique + +
. pyridoxine
. inositol
5 Murashige et Skoog moins :
. édamine 0
. vitamine B1 .
6 Murashige et Skoog moins :
. acide nicotinique
. pyridoxine 0
. inositol
. vitamine B1
7 Murashige et Skoog moins :
. vitamine B1 0

Tableau 8 : Action de différents milieux de culture sur la croissance

LiLLe
\ P

e

de 1'Ustilago violacea en milieu gélosé.
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Importance de la teneur en glucose

Cette étude a été réalisée sur milieu gélosé renfermant tous
les éléments de la solution nutritive de Murashige et Skoog excepté les

facteurs phytohormonaux. L'examen des boites de Pétri a été effectué 25 jours

aprés 1'ensemencement. Les résultats sont rapportés dans le Tableau 9
et 1a planchelIll.

TENEUR EN GLUCOSE (g.l-l) CROISSANCE DU CHAMPIGNON

0 0

.5 +

10 + +

20 + + +

40 + + +

60 ++ 4+

100 ++ 4+

Tableau 9 : Effet de la teneur en glucose sur la croissance
de T'Ustilago violacea cultivé sur milieu de
Murashige et Skoog gélosé.

En 1'absence de glucose, le champignon ne se développe pas.

Une concentration faible (5 ou 10 g.]nl) ne permet qu'une faible
croissance.

Pour toute concentration supérieure ou égale a 20 g.]nl, la
croissance du champignon est rapide ; mais cette technique ne permet pas de
déterminer la concentration optimale.

‘L'absence d'inhibition pour une concentration aussi &levée que
100 g.17" est i souligner. Nous utiliserons pour les cultures ultérieures
30 g de glucose par litre, concentration employée aussi pour cultiver les
tissus de Silene alba.

1

t




Importance de la vitamine B1

Différentes doses de la vitamine B1 (sous forme de chlorhydrate
de thiamine) sont ajoutées a la solution nutritive gélosée renfermant les
éléments minéraux et organiques du milieu de Murashige et Skoog (& 1'exception
des facteurs phytohormonaux). Les observations faites aprés 25 jours de
culture sont illustrées par le Tableau 10 et la Planche 1IV.

VITAMINE B1 EN g.1-1 CROISSANCE DU CHAMPIGNON
0 | 0
1.107%0 | +
1.1078 | + 4+
1.1077 et
1.107° . b
1.107° | ot
1.107* | .t
1.107% ot
Tableau 10 : Action de la thiamine sur la croissance de

1'Ustilago violacea

La vitamine B1 est indispensable au développement du champignon,
puisque son absence empéche toute prolifération. Elle agit cependant &
trés faible dose.

Une concentration de 1'ordre de 10—7 g.l—l de vitamine B1
est tout-d-fait suffisante pour assurer la croissance ; néanmoins nous
continuons d'utiliser 10-69.1_1 qui est la dose normale contenue dans le

milieu de Murashige et Skoog.

Comme pour le glucose, on constate que les fortes concentrations,
qui sont trés toxiques pour les tissus isolés de Phanérogammes, ne présentent
pas de toxicité pour le champignon.




On comprend donc pourquoi la solution minérale de Heller dépourvue
de vitamine B1 ne pouvait pas convenir au développement du champignon.

L'apport de 107°

de Heller permet le développement du champignon, il est cependant inférieur

3 celui obtenu sur le milieu de Murashige et Skoog. On remarquera par ailleurs
que les substances phytohormonales n'améliorent pas la croissance du champignon
(Tableau 11, Planche IV).

g.l_l de vitamine B; & 1a solution minérale

N® v MILIEU DE  CULTURE CROISSANCE
1 | Heller _ 4 0

2 Heller + vitamine B1 + +

3 Heller + vitamine B, + kinétine 107 + 2,4 0 107 4

4. | ~Murashige et Skoog ' | ++ +

5 Murashige et Skoog + kinétine 1077 + 2,4 D 1077 P

~Jableau 11 :. Importance de la vitamine B, dans les solutions minérales
de Heller .et celle des phytohormones dans le milieu de
~ Murashige et Skoog.

En'conclusioﬁ, la culture simultanée du champignon et des colonies
tissulaires du Silene alba pourrait se faire sur le milieu gélosé de Murashige
et Skoog qui, d'une part,vpar la vitamine B1 et 1'édamine qu'il contient, permet
le développement du champignon et d'autre part, par ses phytohormones, assure
la croissance des tissus de Silene alba.
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A. MATERIEL ET METHODES

a) Les colonies tissulaires

Elles proviennent de la souche isolée par Dubois et Bouriquet
(1974) & partir de fragments d'entrenceuds de tiges. Elles sont repiquées en-
viron toutes les six semainés sur un milieu gélosé renfermant les sels
minéraux, les acides aminés et les vitamines de la solution de Murashige
et Skoog (1962), 3 %.de glucose, et 10 7g.17} de 2,4 D et de kinétine. La
culture se fait dans des tubes en pyrex de 16 x 3 cm renfermant environ
35 m1 de solution nutritive, ou dans des boites de Pétri en plastique de
90 mn de diamétre, contenant environ 20 ml de milieu gélosé. En fermant »
ces boites avec un ruban adhésif, on ne note pas de déshydratation importante
du milieu aprés six semaines de culture.

b) Culture simultanée du Champignon et des tissus de Silene alba

Pour étudier 1'intéraction entre le champignon et le tissu, nous
ensemencons d'abord le champignon par la méthode de 1'anneau de fil de
fer, puis un fragment de tissu de Silene (environ 250 mg) est déposé au
centre de 1'empreinte marquéesur le milieu gélosé contenu dans des boites

o

de Pétri ; la distance séparant le tissu du champignon, au moment de la
mise en culture est ainsi toujours la meme.

Toutes les cultures sont placées dans une piéce dont la température
est maintenue a 21° ¥ 1°C. Elles recoivent, en plus de la lumiére du jour,
un éclairement d'appoint, fourni 12 heures sur 24 par des tubes luminescents
(type lumiére de jour de luxe) dont 1'intensité d'éclairement au niveau
des cultures est d'environ 1500 Tux.

B. RESULTATS EXPERIMENTAUX

a) Effet de 1'Ustilago violacea sur les tissus isolés de Silene alba

Aprés 30 jours de culture des tissus en présence du champignon,
leur poids de matiére fraiche et séche est déterminé (Tableau 12).
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CROISSANCE
EXPERIENCE N° 1 EXPERIENCE N°® 2 EXPERIENCE N° 3
MF MS MF MS MF MS
rssy 6 1691 107
seul 1561 86 1574 10
Tissu +
. 727 38 810 46 970 46
Chamnignon .
|
Tableau 12 : Action de 1'Ustilago violacea sur la croissance des colonies

tissulaires du Silene alba

(Les expériences 1, 2 et 3 sont indépendantes. La croissance est mesurée en
milligrammes de matiére fraiche (NMF) et séche (MS) par colonie)

La croissance des colonies tissulaires est fortement ralentie
par la présence du champignon. (Planche Iv).

Afin de vérifier si 1'action de 1'Ustilago violacea est spécifique

ou non, nous 1'avons cultivé en présence de tissus appartenant i différentes
espéces végétales : carotte, érable, scorsondre ou siléne, dans des boites

de Pétri renfermant le milieu gélosé de Murashige et Skoog additionné de

2,4 D a 1a concentration de 10-8 pour les tissus de Carotte, 10—7 g/ml pour le
Siléne et 1'Erable et sans phytohormone pour les tissus de crown-

gall de Scorsonére,

Les mesures de matiére fraiche (MF) et de matiére séche (MS) ont
ete réalisées aprés 30 jours de culture dans les mémes conditions que dans
1'expérience précédente (Tableau 13).
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DIFFERENTS TISSUS SEULS TISSUS + CHAMPIGHNON
TISSUS MF S MF? s
Siléne 2732 102 245 11
Carotte 2124 99 402 14
Erable 743 38 299 10
Scorsonére 2100 Y 1109 60

Tableau 13 : Action de 1'Ustilago violacea sur la

prolifération des tissus de carotte,
d'érable, de scorsonére et de siléne

Dans tous les cas, la présence du champignon ralentit considérable-
ment la croissance des tissus. L'action inhibitrice ne se limite donc pas
aux tissus de Silene alba(Planche IV).

IT nous a paru intéressant de préciser cette inhibition de la
souche levuroide de 1'Ustilago violacea sur la prolifération cellulaire.

Pour cela, nous avons fait appel a des suspensions cellulaires de Siléne _
(souche de Silene alba isolée par Dubois et Bouriquet, 1974) et d'érable
(souche d'Acer pseudoplatanus isolée par Lamport, 1964) qui ont été
cultivées dans les milieux Tiquides de Murashige et Skoog et de Lescure.
Environ 3 g de cellules sont ensemencées dans une fiole d'attaque a fond
plat de 500 ml, contenant 200 ml de milieu de culture ; différents volumes
de 1a souche de 1'Usti1agovviolacea dgée de 10 jours, cultivée en milieu
liquide de Lescure, sont ajoutés & la suspension cellulaire.

Les fioles, inclinées & 45°C sont placées sur un agitateur rotatif
tournant d la vitesse de 70 tours par minute. Les cultures sont entreposées
dans une piéce 3 21° T 1°C ot elles recoivent en plus de la lumiére du jour,
12 heures par jour d'un éclairement d'appoint fourni par des tubes luminescents.
Aprés 10 jours de culture, la croissance des cellules est mesurée vo]umétrique-‘
ment aprés décantation (Tableau 14).
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VOLUME DE SUSPENSION CELLULAIRE SUSPENSION CELLULAIRE
L' INOCULUM DU SILENE D'ERABLE
| Hurashige et Hurashige et
Lescure Skoog Lescure Skoog
44 40 10 15
0,5 23 - = =
20 10 9
2 20 - -

Tableau 14 : Croissance des suspensions cellulaires de Silene
alba et d'Acer pseudoplatanus cultivées en présence
de la souche levuroide haploide d'Ustilago violacea
sur les milieux liquides de Lescure et de

Murashige et Skoog

Les cellules de siléne proliférent plus activement que les cellules
d'érable mais, dans un cas comme dans 1'autre, la présence du champignon .
réduit fortement la prolifération cellulaire (Tableau 14). Cette inhibition
pouvait étre attribuée & des causes diverses :

. appauvrissement du milieu di au développement du champignon,
. modification du pH du milieu provoqué par la présence du champignon,
. rejet par le champignon de substances inhibitrices dans 1le

milieu de culture .

Nous avons tenté de vérifier ces trois hypothéses.

. L'inhibition est-elle due & un appauvrissement du milieu de culture ?
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Nous avons comparé la croissance du tissu cultivé seul ou en
présence du champignon sur des milieux de Murashige et Skoog gélosés dont
les é&léments minéraux et organiques sont soit dilués au 1/2 ou au 1/4 soit
multipliés par 2 (Tableau 15).




CROISSANCE CONCENTRATION DU MILIEU DE MURASHIGE ET SKOOG
x 1/4 x 1/2 x 1 x 2
exp.lé exp.2 lexp.l | exp.?2
mg MF/ 667 1077 1574 | 1691 1053 ? 853
colonie ‘
En absence
du NS/
. mg s/ 38 63 106 | 107 | 113 87
champignon colonie
des tissus
du |
Silene alba %
mg MF/
En présence | colonie 376 503 810 970 904 739
du
champignon
mg MS/ 15 23 45 46 74 65
colonie | ‘
de 1'Ustilago violacea + + + + + + + + + +

Tableau 15 : Action de différentes concentrations du milieu de Murashige et Skoog, s
la croissance des tissus du Silene alba et de la souche levuroide de
1'Ustilago violacea

Durée de la culture :

. expérience n° 1
. expérience n°® 2 :

-
n
i

alh}
Sl

: 27 jours

ur

25 jours
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Le milieu de Murashice et Skoog normal est celui qui assure la meil-
leure croissance du tissu, alors que le champignon se développe mieux sur le
milieu deux fois plus concentré. Quelle que soit la concentration du milieu,
la prolifération est toujours plus faible en présence du champignon. Lorsqu'on
cultive simultanément tissu et champignon sur le milieu deux fois concentré,
1'Ustilago utilise une partie des substances nutritives et réduit la concen-
tration du milieu qui devrait étre alors plus favorahle & la.croissance des
colonies tissulaires. Or, i1 n'en est rien puisque la présence du champignon
ralentit la prolifération du tissu. L'inhibition ne serble donc pas pouvoir
8tre attribuée & 1'épuisement du milieu de culture.

. L'inhibition est-elle due & une modification du pH du milieu de culture ?

R e T B S TR MR e S8 S8 G S W BE W e - BT e wn Se S G e WY e SR SR e n e W 6 e A W B e A S S MR A e e e S A S A S N Y B MR S e e e e

Au cours de la culture du champignon dans la solution nutritive
de Murashige et Skcog, 1'évolution du poids frais et du poids sec montre
que la croissance est active pendant les 12 premiers jours, elle continue
ensuite jusqu'au 40éme jour mais nlus lentement (figure III).

10_'9 par flacon

—e— PF

—e— PS

jours
4.

6 12 18 24 30 36
Fig.lIl : Croissance du champignon en milieu liguide
-e—e- poids frais (PF, 107} g par flacon)
-o—o- poids sec (PS, 10"19 par flacon)




Parallélement, 1'Ustilago violacea (souche de Baarn) acidifie

fortement le milieu de culture. Entre le 3eme et le 128me jour, 1'acidification
est trés rapide ; elle se poursuit plus lentement jusqu'au 24&me jour puis
reste ensuite stationnaire ( figure IV )

)
®
D
9}
J
)

' ' ’ ‘ jours
0 6 12 18 24 30 36 42
Fig., IV : Evolution du pH du milieu de culture de 1'Ustilago violacea

—o—o— milieu de culture seul
—o—@- milieu de culture avec champignon
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Le champignon acidifiant le milieu de culture, nous avons recherché
quels pouvaient étre, sur la prolifération des colonies tissulaires de
Silene alba, les effets de milieux plus ou moins acides, tamponnés (Tableau 16)
ou non (Tableau 17).

Le pH estvajusté par HC1 0,1 N aprés autoclavage, de maniére
a éviter 1'hydrolyse de la gélose. Les tissus sont pesés aprés 25 jours de
culture et le pH du milieu est & nouveau mesuré.

- initial 3 3,5 4 4,5 5,1
pH du milieu
- final 4 4,3 4,3 4,4 4,4
mg MF/
colonie 1795 1629 1547 1591 1393
Croissance
mg/MS/ 95 91 90 92 77
colonie
Tableau 16 Action du pH sur la croissance des tissﬁs du Silene alba
- initial 3 3,5 4 4,5 5
pH du milieu
- fina" 3,4 3,7 4 4’5 4,8
mg MF/
colonie 958 1496 1368 1486 1312
Croissance
mg MS/
colonie 58 87 77 88 77{1;;
Tableau 17 : Action du milieu de culture tamponné par du Tris HC1 0,01 M

sur la croissance des colonies tissulaires du Silene alba_
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Le pH initial du milieu, lorsqu'il n'est pas tamponné, n'a que
peu d'effet sur la croissance du tissu qui tend & 1'ajuster au cours de
la culture (Gautheret, 1959).

Lorsque le milieu est tamponné (Tris HC1 0,01 M), les colonies
tissulaires ajustent plus difficilement le pH ; leur prolifération est
cependant peu modifiée, sauf a pH 3. Dans ce cas, le milieu est encore trés
acide'a la fin de la culture, mais la réduction de la croissance est plutdt
la conséquence d'une dilution de la solution nutritive, provoquée par 1'ad-
dition d'une quantité plus importante d'HC1 0,1 Ny elle est d'ailleurs
hors de proportion avec 1iinhibition provoquée par la présence du champignon.

. Rejet par le champignon de substances inhibitrices dans le milieu de culture
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1) effet du milieu de culture du champignon sur la croissance des
colonies tissulaires du Silene alba

L'inhibition de croissance provoquée par 1'Ustilago violacea

~

n'est pas due & 1'épuisement du milieu ou & une simple modification du pH,
nous avons voulu vérifier si elle provenait éventuellement de substances
excrétées par le champignon dans le milieu de.culture. Pour cela, nous

avons cultivé pendant 30 jours le champignon en milieu liquide. Aprés
filtration, nous avons recueilli le milieu de dix ficles que nous avons”
concentré sous vide, puis incorporé, a volume égal, avant ou aprés autocla-
vage, aux milieux gélosés sur lesquels nous avons repiqué les colonies
tissulaires de siléne. De facon a modifier le moins possible la concentration
des éléments minéraux et organiques présents dans ces milieux, la concentra-

tion de chaque constituant a été arbitrairement multipliée par deux.(Tableau 18).

CROISSANCE

MILIEU EXPERIENCE N° 1 EXPERIENCE N° 2
HE MS MF MS
Témoin 1561 86 1574 106

Filtrat incorporé avant :
autoclavage 1318 60 948 81

Filtrat incorporé aprés
autoclavage 920 75 1162 119

Tableau 18 : Effet du fi‘trat d'une culture du champignon sur la croissance
des colonis: tissulaires du Silene alba




sance des tissus :

39

Le filtrat des cultures levuroides de 1'Ustilaqo ralentit la crois-

i1 renferme donc probablement des substances inhibitrices

excrétées par le champignon. I1 faut toutefois noter que certains constituants
du milieu de culture du champignon, qui n'auraient pas été entiérement consom-

més au cours de son développement, sont susceptibles de modifier ultérieure-

ment la prolifération des colonies tissulaires de Siléne,

sion cellulaire. Elle est beaucoup plus sensible & 1'effet inhibiteur du

2) effet du milieu de culture du chamniqnon sur la croissance

d'une suspension cellulaire du Silene alba

Afin de préciser les résultats obtenus sur les colonies tissulaires,
nous avons étudié 1'effet du milieu de culture du champignon sur la suspen-

filtrat de culture du champignon que les colonies tissulaires (Tableau 19).

VOLUME DE FILTRAT AJOUTE A UNE CULTURE (ml)

0 1 5- 10
EXP.H°1 |EXP.N°2 | EXP.N°1 {EXP.N°2 |EXP.N°1 |EXP.N°2 |EXP.N°1| EXP.N°2

1071 g Me/ 606 534 202 232 35 2 7

culture '

1072 ¢ us/

culture 330 305 104 107 25 3 7

Tableau 19

Effet du filtrat d'une culture du champignon sur la croissance

d'une suspension cellulaire du Silene alba

Exp. n° 1

Exp. n® 2

pH du filtrat : 3,0

durée de la culture :

pi du filtrat : 5,7

durée de la culture :

15 jours

10 jours
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1 ml de filtrat ajouté a 200 m1 du milieu utilisé pour cultiver
la suspension cellulaire réduit la croissance des cellules d'environ 50 %.
Cette importante inhibition n'est pas due au pH acide (3,0) du filtrat
puisqu'elle persiste lersqu'on raméne celui-ci & 5,7, c'est-a-dire au pH
normalement utilisé. La réduction de la crissance n'est pas imputable non
plus & unemodification importante de la concentration du milieu de culture
puisque le volume du filtrat ajouté est négligeable par rapport au volume
du milieu utilisé pour cultiver la suspension cellulaire.

b) Conclusion

La souche levuroide haploide d'Ustilago violacea réduit la croissance
des tissus de Siléne, de Carotte, d'Erable et de Scorsonére cultivés in vitro.
Cette inhibition est vraisemblablement due & des substances excrétées par le
champignon au cours de son développement. La différence de sensibilité manifes-
tée par les colonies tissulaires et les suspensions cellulaires s'explique
par lefait que toutes les cellules de la suspension baignent dans la solution
nutritive alors qu'une partie seulement des cellules des colonies tissulaires
est en contact avec 1e milieu solide : les phéncménes de diffusion sont égale-
ment beaucoup plus rapides dans un milieu liquide que dans un milieu solide.

I1 serait certes intéressant de préciser la nature des substances inhibitrices ;
pour le moment,nous savons seulement qu'elles sont thermostables.

I1 faut, par ailleurs se garder d'extrapoler des résultats obtenus
avec une souche levuroide se cultivant facilement sur un milieu synthétique,
d un nycélium dicaryotique qui ne se développe que dans les tissus d'une
plante supérieure (Hassan et MacDonald, 1971). En particulier, il est peu
probable que les substances excrétées par une culture levuroide puissent
provoquer les modifications florales induites par le mycélium. Par contre,
1'excrétion de substances inhibant la croissance pourrait expliquer un certain
nanisme signalé par Baker (1947), Viennot-Bourgin (1949) et par Evans et
Wilson (1971) chez divers Silénes parasités par Ustilago violacea.




ETUDE DE LA FLORAISON DE SILENE ALBA

ET SILENE DIOICA

Selon les travaux de Baker (1947) et de Wilson et coll. (1971)
1'Ustilago violacea est un parasite obligatoire, spécifique des fleurs de

Caryophyllacées. Pour faire une étude approfondie de la biologie de ce
réhampignon, il est important de préciser les conditions de floraison des
Silénes ; nous avons étudié ces conditions sur des plantes entiéres (cultivées
en champ, en serre ou aseptiquement) ou sur des fragments de tiges cultivés

in vitro.

I CULTURE DES PLANTES ENTIERES

a) En champ

Des qraines de Silene alba et Silene dioTca germent et produisent
des plantules de 2 cm environ au bout de deux semaines. Ces plantules repiquées
en champ 3@ la fin de 1'automne, évoluent ranidement en rosettes, puis restent
dans cet état pendant tout 1'hiver. Les rosettes montent et fleurissent au

printemps et durant 1'été.

b) En serre

Les plantules placées en serre éclairée 1?2 heures par jour, forment
des rosettes et restent a ce stade pendant une durée variahle, fonction
essentiellement de la température ambiante. En effet, les plantules obtenues
en octobre restent en rosettes pendant tout 1'hiver et commencent & monter
au mois de mars. Celles qui sont mises en culture en février fleurissent
en mai, celles obtenues en avril sont en fleur au mois de juin. I1 suffit
d'ailleurs en plein hiver de placer des rosettes & 25°C pour obtenir leur
floraison deux semaines nlus tard. D'une facon qénérale, nous avons constaté
que les pieds femelles sont plus vigoureux que les pieds mdles mais leurs
fleurs s'ouvrent plus tardivement.
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¢) Culture aseptique de plantes entiéres

Les graines de Silene alba sont stérilis@es par immersion, pendant
15 minutes dans le mercryl laurylé & 3 %, puis 30 minutes dans 1'hypochlorite
de calcium 120 g/1. Aprés trois rincages a 1'eau stérile, elles sont ensemencées
aseptiquement dans des boites de Pétri contenant de 1'eau gélosée (0,2 %)
sans aucune substance nutritive. Ces boites de Pétri sont conservées d la
température du laboratoire : 8 jours plus tard, Tes plantules ont en moyenne
2 cm, elles sont alors transplantées dans des tubes en nyrex contenant le
milieu gélosé de Murashige et Skooqg. Les cultures sont réparties en quatre
Tots placés respectivement & 15, 21, 25 et 30°C, éclairées de facon continue.
Les boutons floraux et les fleurs épanouies ont été dénombrés aprés deux

mois de culture (Tableau 29).

TEMPERATURE 15° 21° 25° 30°

e ¢
BOUTONS FLORAUX 0 1,71 2,02 1,53
PAR PLANTULE
1 IE
FLEUR OUVERTE 0 0,08 0 0
PAR PLANTULE
Tableauy 20 : Action de la température sur la floraison in vitro

des plantules de Silene alba

A 15°C, les plantules restent rabougries avec des entrenoeuds trés
réduits, elles ne produisent pas de boutons floraux. A 21°C, certaines sont
restées en rosettes ; celles qui se sont développées sont plus gr&les avec des
feuilles moins larges que celles des plantules cultivées en serre ou en champ.
Seule I plantule sur 24 portait trois fleurs parfaitement &panouies, alors
que nous avons observé une moyenne de 1,71 bouton par plante.

Les températures de 25 et 30°C provoquent une croissance rapide
des tiges qui atteignent le sommet des tubes de culture, se courbent et se




cassent dans certains cas. A ces tempérdtures de 25 et 30°C, seuls des boutons
floraux ont &té observés.

IT CULTURE DES FRAGMENTS DE TIGE

Les travaux de Dubois et Bouriquet (1974) montrent que des explantats
prélevés au niveau des noeuds de Silene alba cultivés sur le milieu minéral
de Heller gélosé, avec 5 % de:qlucose ne produisent ni cal ni racine. Mais,
Tes bourgeoné axillaires évoluent rapidement en tices feuillées qui, aprés
15 jours, comprennent généralement trois entrenoeuds et portent un ou deux
boutons floraux. Aprés un mois de culture, les tiges feuillées remplissent
le tube de culture et la plupart des boutons floraux se necrosent.

Ces auteurs ont cenendant précisé quelques conditions favorables
a la floraison in vitro de Silene alba ; par exemple, la teneur en glucose
du milieu ( 5 %), la temnérature (comprise entre 21 et 25°C) et la photo-
période (&clairement continu ou plus de 18 h de lumigre du jour).

A la suite de ces recherches, nous avons tenté d'améliorer les
conditions d'obtention des fleurs et de vérifier si elles pouvaient s'appliquer
i Silene dioica.

Yous avons fait une étude comparée de la culture des fragments
de noeuds sur le milieu nutritif préconisé par Murashice et Skoog.et sur celui
de Heller.

Des fragments de noeuds (20 rm) sont découpés dans des tiges préala-
blement désinfectées (3 % de mercryl pendant 15 minutes et 140 g/1 d'hypochlorite
de calcium pendant 30 mirutes) et rincés trois fois & 1'eau stérile. Ces
noeuds sont repiqués en position normele sur les deux milieux gélosés par
0,8 % d'agar. :

 Les cultures sont entreposées dans une piéce éclairée 24 heures
par jour et & la température constante de 21 t 1ec.

Aprés 30 jours de culture (Tableau 21) (Planche V et VI),
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MILIEU DE CULTURE MURASHIGE ET SKOOG HELLER
Sexe.des explantats g 2 d (-f-
ronrientage  de 82 9 91 % 81 % 87 %
;;ﬁ”g;p?g‘éigﬁes 0,55 0,69 0,34 0,20
Bayton nécrosé 0.47 0.51 0.11 0.34
par explantat ? ? ? ?
lonbre de poutons 6,01 4,11 2,12 1,21
Sae wo | »
Tahleau 21 : Action comparée du milieu nutritif de Murashige

et Skoog et celui de Heller sur la floraison
in vitro des fragments de tiqe de Silene alba

+++ trés chlorophyllienne
++ peu chlorophyllienne

Te pourcentage de reprise est comparable sur les deux milieux utilisés ;

il est par contre trés variable selon le lieu de prélévement des explantats.
La reprise est plus lente et plus difficile avec les fragments provenant
des régions &gées plus lignifiées des tiges, que pour ceux prélevés dans les
régions jeunes. Pour des raisons d'homogénéité, nous préconisons de faire
appel aux trois derniers noeuds des jeunes tiges.

Tous les fragments qui ont repris sont susceptibles de produire
des boutons floraux ; leur nombre est plus important sur le milieu de
Murashige et Skoog aprés 30 jours de culture: six en moyenne sur les explan-
tats provenant des pieds 64(P1anche V )quatre sur ceux prélevés sur les
pieds $ (PlancheVI).De plus, sur ce milieu, le nombre de boutons capables
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de s'épanouir en fleurs est plus important ; par ailleurs, si on prolonge

1a culture, la floraison se poursuit, méme aprés deux mois, sur les nouvelles
tiges formées , tandis que sur le milieu de Heller, les tiges se nécrosent
aprés trois semaines.

Conclusion

Ainsi, Tes techniques de culture in vitro ont permis d'ohtenir
la floraison dans des conditions satisfaisantes. Certes, les expériences
entrenrises avec les plantules ont &té plus décevantes que celles réalisées
avec des fragments de tiges ; mais les ohservations faites sur des plantes
récoltées dans la nature nous ayant montré la présence de téliospores d'Ustila-
go violacea dans les jeunes boutons floraux non épanouis, ne rendent pas
nécessaire d'obtenir la floraison compléte.

I1 était sans doute possible d'améliorer cette floraison de plantules
en faisant varier au cours de la culture le facteur température mais,
dans le cadre de nos recherches, nous n'avons pas cru devoir préciser le
besoin de vernalisation des Silénes puisque d'une part, les essais réalisés
en serre et d'autre part les résultats obtenus avec les explantats cultivés
in vitro, nous permettent d'obtenir sans intervention du froid, des fleurs
en quantité suffisante pour &tudier la castration parasitaire provoquée
par 1'Ustilago violacea sur Silene alba et Silene diofca.

IIT OBTENTION 1IN VITRO DE FLEVWRS DNE SILENE DINICA ET SILENE ALBA

R T Y T

a) Silene dioica

Les travaux de Morel en 1948 indiquent que la culture d'organes
contenant le mycélium du parasite &tait un moyen d'obtenir in vitro sa culture.
Compte tenu des résultats positifs acquis pour la floraison in vitro des
silénes, nous avons donc tenté d'obtenir des fleurs de Silene dioica
parasitées par 1'Ustilago violacea, en repiquant dans des conditions asepti-
ques des fragments de noeuds provenant de tices parasitées (Batcho et Zambettakis,
1975). '




Les plantes parasitées ont été récoltées dans un bois des environs
de Lille. Sur les tiges désinfectées superficiellement, nous nrélevons au
niveau des noeuds des explantats de 20mm que nous mettons en culture sur le
milieu de Murashige et Skoog gélosé.

Les bourgeons axillaires se développent en tiges feuillées ; en
général, leur croissance est comparable 3 celle des exnlantats nrélevés
-sur des plantes saines. Le nanisme des plantes infectées signalé par 4
Baker (1947) et Yilson et coll. (1971) n'est donc nas un phénoméne général.
Nous avons cependant constaté que des houtons floraux apparaissent presque
directement au niveau des noeuds, sans développement important de pédoncule

floral. L o sx
Les deux expériences que nous avons réalisées comportant chacune

10 paniers de 24 tubes de culture, ont permis de constater que les premiéres
fleurs charbonnées apparaissent aprés 13 jours de culture. Un mois plus

tard, nous avons dénombré les fleurs parasitées (Tableau 22) (PlancheVII et
VIII).

SEXE d 3

Pourcentage de reprise 87

des explantats 81 %

<
<

Pourcentage d'explan-
tats ayant produit 85 % 80 %
des fleurs

Pourcentage d'explan-
tats portant des 73 % 42 4
fleurs parasitées

Nombre moyen de
fleurs épanouies 6 2,4
par explantat

MNombre moyen de
boutons floraux 3 1
par explantat

Tableau 22 : Etude de la floraison in vitro de fragments de
noeuds de Silene dio7ca parasités dans la nature.
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Les explantats prélevés sur les pieds mdles produisent plus de
fleurs (ou de houtons floraux) que ceux provenant de pieds femelles, ils
sont d'ailleurs plus précoces ; ce qui confirme ce que nous avons observé
dans 1a station ol nous avons récolté les plantes parasitées.

Parmi les fleurs obtenues in vitro, 73 % des mdles (Planche VIII) et
42 % des femelles(Planche VIInanifestent la présence d'Ustilago violacea.

Ces fleurs ont des piéces périanthaires (5 sépales, 5 pétales) normales,
mais la morphologie de leurs pidces reproductrices est profondément modifiée |
par la nrésence du champignon. Les fleurs miles ont des anthéres qui renferment
les téliosnores d'lUstilaco violacea & la place des arains de nollen. Les

fleurs femelles ont un ovaire réduit et stérile tandis que les orcanes males
normalement atrophiés se développent en étamines (bourrées de téliosnores) |
qui leur donnent 1'aspect de fleurs hermanhrodites. Ces observations sont |
analogues 3 celles réalisées dans la nature sur des plantes entiéres (Baker,
1948). .

Signalons enfin que certains explantats, bien que provenant
de plantes narasitées, ont produit des fleurs saines ; ce qui laisse supposer
que sur une plante parasitée, i1 peut exister des rameaux indemnes du
champignon.

b) Silene alta parasités

Nans des conditions analocues & celles utilisées pour Silene dioica,

nous avons cultivé des exnlantats prélevés sur des tiges parasitées de
Silene alba (Tableau 23, Planche X et XI).

SEXE § 2
Pourcentage de reprise
des explantats 30 2 88 %
Pourcentage d'explantats
ayant produit des fleursg 25 % 58 %
Pourcentace d'explantatg
portant des fleurs parad 85 % 78 %
sitées
Nombre moyen de fleurs
épanouies par exnlantat 1’42 1,31
Nombre moyen de boutons
floraux par explantat- 5,60 4,25

Tableau 23 : Etude de la floraison in vitro de fracments de
noeuds de Silene alha parasités dans la nature
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Les premiers boutons floraux anparaissent aprés 15 jours de culture
" mais se nécrosent le plus souvent. Par contre, ceux oui se forment ultérieurement
sur des pousses latérales donnent des fleurs charbonnées.

Avec cette espéce, les résultats sont moins spectaculaires qu'avec
Silene dioTca, car la floraison obtenue in vitro est moins abondante.

Quoi qu'il en soit, £5 % des pieds miles et 78 % des pieds femelles

étaient parasités par 1'Ustilaqo violacea aprés deux mois de culture.

Conclusion

L'Ustilaco violacea se dévelopne donc in vitro comme dans les conditions

naturelles. Jusqu'd présent, il semble qu'on n'ait pu cultiver ce champignon
sur milieu synthétique que sous sa forme asexuée, levuroide ; il se multiplie
alors par bourgeonnement. '

La méthode que nous venons de réaliser permet d'obtenir dans un
temps relativement court (deux semaines) et dans des conditions aseptiques,
des fleurs parasitées de siléne ; en 1971, Hassan et MacDonald avaient étudié
le phénoméne en cultivant les plantes parasitées dans la nature ; ils
n'obtenaient les fleurs charbonnées que cing a dix mois nlus tard.

Soulignons enfin que notre méthode permet de recueillir asentiquement-
des téliospores et résout ainsi le probléme de leur désinfection.
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ETUDE DE LA SOUCHFE L

Les méthodes de culture in vitro de plantules ou de fragments de tices de

Siléne nous permettant d'obtenir des téliospores dans des conditions aseptiques,
i1 nous était possible d'envisager leur culture pure, d'étudier les conditions
de conjugaison chez ce champignon et de réaliser des inoculums pour infecter

des plantes saines.

I GERMINATION DES TELIOSPORES

Bttt

En placant dans de 1'eau stérile des téliospores recueillies dans
des fleurs (ou des houtons floraux) obtenues in vitro, elles germent rapide-
ment (12 h), leur taux de germination est bon (890 %). Nous avons pu ainsi
observer les différentes phases de la germination.

Si 1'on introduit 0,1 m1 de cette suspension dans 200 ml de solution
nutritive de Lescure, contenus dans des fioles de 500 ml placées sur un agita-
teur rotatif, 4 jours plus tard, nous obtenons une suspension blanchitre, 332
dont 1'examen microscopique révéle 1'ahondance des sporidies et des oromycé-
Tiums. Si on préléve une petite quantité de cette suspension et qu'on 1'observe
en qoutte pendante, aprés 12 heures, on peut voir une quantité élevée de
conjugaisons.Il nous a donc paru intéressant d'entretenir la culture, en
1a repiquant tous les dix jours dans le milieu initial (Lescure) qui s'était
deja révélé (§ "germination des t&liospores") convenable pour la germination
des téliospores.

La souche L. ainsi obtenue coniprend en fait un mélange de sporidies
(+) et (-) ainsi que des promycéliums et queloues taliospores dont le nombre
diminue & chaque repiquage. A chaque passage sur un milieu neuf, nous avons
vérifié le pouvoir de conjugaison des sporidies. '

IT ISOLEMENT DES CLONES

E e T e Py Py

A partir du 7e repiquage, nous avons constaté une dinminution impor-

tante du taux de conjugaison. Ceci nous a incité & isoler de la souche L.
des clones et 3 vérifier s'ils étaient compatibles ou non. Nous avons prélevé




0,5 m1 d'une suspension dgée de 7 jours et 1'avons dilude dans 200 ml d'eau
distillée stérile. Une goutte de cette suspension diluée a 8té étalée sur
du milieu de Lescure gélosé contenu dans une boite de Pétri. Aprés 8 jours
a 21°C, de petites colonies blanchdtres apparaissent & la surface de la gélose ;;
elles correspondent au développement des sporidies haploides qui se sont
multipliées végétativement pour former un clone. 17 clones ont été isolés.

ITT DETERMINATION DE LA COMPATIBILITE

Pour montrer que deux clones sont compatibles ou non, il suffit
de mélanger & volumes égaux deux clones aprés les avoir mis en suspension.
24 heures plus tard, en observant ces mélanges, on peut vérifier 1'homocénéité
et la pureté des isolements.

Quand le mélange de deux clones renferme des sporidies conjugufes
et que les cultures pures n'en contiennent pas, on peut en déduire cue ces
deux clones sont compatibles ; sans pouvoir préciser lequel est le (+) ou le
(-). Si le mélange n'en renferme pas, c'est que les deux clones sont du méme

signe.

_ De cette facon, nous avons déterminé au hasard un certain
nombre de clones compatibles (Tableau 24) parmi lesquels nous avons choisi
6 pour une étude de la polarité (Tableau 25) des sporidies.

!

Couples | 1-15 10-11 12—13;15—19 ! 6-17 7-18

!

Dicaryons o0

i

N
[
N
(e}
: -
'
& 0
[9.0]
U
w

!
0= ;oca

Tableau 24 : Détermination des clones compatibles
=0 clones compatibles

00 clones non compatibles
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Ne 1 6 8 9 15 17
1 00 0=0 ) 00 0=0 00
6 0=0 00 00 0=0 00 0=0
i
8 0=0 00 00 00 00 0=0
9 00 0=0 0=0 00 0=0 00
15 >0 | 00 00 0=0 00 | 00
17 00 0=0 =0 00 0=0 00

Tableau 25 : Etude de la polarité entre 5 clones

00 clones compatibles
0 0 clones non compatibles

50 % des clones sont compatibles et 50 % sont non compatibles .
(Tableau 25). Les sporidies sont donc bipolaires.

De tous les clones compatibles isolés, nous n'avons conservé
. - . (o] . .
(par repiquages réguliers) que les n 51 et 15 ainsi que 8 et 9, ces
deux derniers ont &té plus particuliérement étudiés.

IV IMFLUENCE DE NUELQUES FACTEURS SUR LA CONJUGAISON

S P L P P P e T T T T - T e Y

T

Le taux de conjucgaison des sporidies compatibles et leur croissance
ont été étudiés en fonction de facteurs physiques (température et lumiére),
physiologiques (age et densité des sporidies) ou nutritionnels (azote et
saccharose), afin de déterminer les conditions qui permettent d‘'obtenir




le maximum de dicaryons pour des infections expérimentales.

a) Méthodes
Les différentes mesures sont effectuées de la facon suivante :

1) Détermination du taux de conjugaison

-

Le taux de conjugaison (Ca. %) est déterminé & partir d'un
ou de plusieurs comptages d'environ 1000 cellules chacun

Cq. % = snoridies conjucuées X 100
= sporicies conjuquées + végétatives

Pour &tablir 'ce pourcentage, nous n'avens pas tenu compte
des sporidies conjugant par 3 (comptées pour 2) ni des bourgeons encore
attachés sur les sporidies végétatives.

?2) Mesure de la croissance

Les cultures clonales ne renferment que des sporidies isolées
se multipliant par bourgeonnement. Leur homogénédité et leur faible taille
(4,3 x 3um) permettent d'évaluer la croissance végétative de la culture,
par la nesure de 1a D.0. (densité optique). Celle-ci s'effectue & 550 nm,
sur une partie aliquote des cultures diluée dix fois (dans certaines .
expériences, 1a lecture est effectuée sans dilution).

La croissance des microcultures mixtes a également été
appréciée nar la mesure de la D.0. aonrés dilution au 1/10e. I1 est évident
qu'elle a une signification trés différente de la croissance végétative
mesurée sur les cultures clonales. Ces nmesures sont toutefois nécessaires
pour apprécier la viabilité des sporidies, en particulier, lorsqu'on les
place dans un environnement leur étant défavorable.

b) Cinéticue de la conjugaison

A partir de sporidies (clones & et 9) cultivées sépardment
pendant 48 h en milieu liquide agité, on réalise une série de microcultures
mixtes. Pour cela, on mélange 0,5 ml de chacune des suspensions clonales
dans une microcuvette recouverte d'une lame de verre et placéde dans une
boite de P&tri. Ces boites sont mises & 1'obscurité a 20 ¥ 1°C.

52
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La conjugaison se déroule en trois temps :

stade 1 = Appariement : deux sporidies de signe contraire
Treeest se rapnrochent et se dAplacent ensemble dans le milieu

liquide, sans toutefois qu'il y ait de contact entre leurs

< 4

membranes. Les premiers appariements se produisent en deux heures.
stade 2 = Accolement : aprés trois heures de culture mixte, les sporidies

s'accolent par paires,sans gu'on puisse distincuer si leurs
. 4 - -
nemhranes sont réellement soudées ou non.
Nes observations en microscopie électronique (Cummins et Day,1974)

W\

ont montré qu'a ce stade, les parois sont soudées, alors que
les nlasmalemmes scnt encore séparés.

stade 2 = DNéveloppement du tube de conjugaison. Aprés 5 heures, les
Tt premiers tubes de conjugaison apnaraissent entre les snoridies
accolées ; ils s'allongent dans les heures qui suivent pour

atteindre une taille &gale a celle des sporidies (4 & 5um)

Le pourcentage de conjugaison a été déterminé en ternant compte
des couples de sporidies ayant formé un tube de ccnjugaison (Stade 3).
I1 a 2té évalué pendant 72 heures de culture, d'abord toutes les heures,puis
d intervalles plus espacés (Tableau 26). Ce pourcentage est nul pendant les
4 premiéres heures, puis augmente rapidement la 5e et 1a 12%e heure de culture ;
le taux maximum est atteint 24 heures aprés la mise en place des microcultures.
Nous avons également observé que les sporidies conjuauent aussi lorsqu'on
les dépose en mélange & la surface du milieu nutritif solidifié par de
1'agar (8 %). Poon Martin et Day (1974), qui utilisent de 1'eau gélosée comme
milieu de conjugaison, ohtiennent les nremiers tubes (2 h & 2 h 30 mn aprés
avoir mélangé les clones compatibles). Néanmoins, aprés 12 ou 24 heures de
culture en milieu liquide, les taux de conjugaison que nous ohtenons sont
supérieurs 3 ceux qu'ils dénombrent sur de 1'eau gélosée (respectivement
70,9 et 27,2 % pour environ 50 & 70 7).

En méme temps, la orolifération des cellules a &té évaluée en
mesurant la D.0. des microcultures diludes 10 fois . Elle est rapide entre
la 2e et 1a Se heure. D&s qu'un grand nombre de sporidies sont accolées,
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TEMPS (h) CONJUGAISON (% ‘ CROISSANCE (D.0.)
0 0to 11,5 £ 0,5
1 0to 11,5 ¥ 0,5
2 0,1 %o, 12,0 ¥ 1,0
3 0,1 £9,1 13,5 £ 0,5
4 | 0fo 15,5 £ 0,5
5 5,2 5,1 17,0 ¥ 1,0
6 27,8 ¥ 17,8 17,0 £ 0,5
9 52,6 T 12,1 125%15

12 70,0 ¥ 9,0 20,5 E s
24 87,2t 3,8 29,0 ¥ 5,0
13 e1,8 % 2,2 32,5 £ 3,5
72 80,3 T g,0 35,0 £ 4,0

Tableau 25 : CLvolution du pourcentage de conjugaison et
croissance d'une microculture mixte (clones 8 et 9)
d'Ustilaro violacea, 3 1'ohscurité et 3 la

température de 20 t 1°C.

elle est ralentie, sans doute parce que seules les cellules végétatives
bourgeonnent activement. D'ailleurs, dans des cultures en gouttes pendantes,
Torsque les sporidies sont trop éloignées les unes des autres, on observe
aprés 5 ou 6 jours, de nombreuses petites colonies végétatives bien séparées
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et provenant du boumeonnement des sporidies isolées. Par contre, dans les
cultures riches en sporidies, ol les conjugaisons sont nombreuses, ces
colonies végétatives sont presque inexistantes.

On comprend donc que Ta croissance ralentisse dés que le taux de
conjugaison augmente. Aprés 24 heures, il ne reste dans les microcultures
qu'environ 10 34 15 % de sporidies non conjuqudes ; la croissance est alors
trés faible.

c) Yariation de 1'antitude & conjuaquer au cours de la croissance

Des flacons renfermant chacun 200 m1 de milieu nutritif sont
ensemencés a la densité de 3.106 cellules/ml avec les clones 8 et 9 nrovenant
d'une culture dgée de 7 jours, puis placés a 20 t 1°C sur un agitateur
rotatif. Toutes les 24 heures, on mesure la croissarce et on prépare des
microcultures mixtes que 1'on place d@ 1'ohscuritéd 3 20 ¥ 1. Le taux de
conjugaison déterminé 24 heures nlus tard et les mesures de la croissance

-~

effectuées a partir des cultures clonales, sont rannortés sur la fiqure V.

La croissance des sporidies est rapide jusqu'au 3e jour, puis
beaucoup plus lente. A partir du 7e jour, on observe un plateau correspondant
d une phase stationnaire pouvant se prolonger pendant une semaine.

L'aptitude & la conjugaison, qui est trés &levée dans les cultures
les plus jeunes, diminue entre le 2e et le 3e jour, nuis plus lentement
par la suite. Au cours de la phase stationnaire, les sporidies sont pratique-
ment incapables de conjuguer. La diminution trés rapide de leur aptitude

-~

d conjuguer semble liée 3 trois facteurs &u moins :

1'4ge des sporidies,

la densité des cultures,

la composition du milieu nutritif,

I1 est évident que la croissance véqétative s'accomnagne de la
consommation d'un certain nombre d'éléments qui peut entrainer des déséquilibres
joniques, une modification du pH et méme des carences.

Par ailleurs, en vieillissant, Tes cellules rejettent dans le milieu
des substances diverses dont certaines pourraient favoriser ou inhiber la
conjugaison. Avant d'analyser 1'action propre de chacun de ces facteurs,
nous déterminerons les effets de la température et de la lumiére qui jouent
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un rdle important sur la sexualité des champignons, mais dont les effets
sur la conjugaison de 1'Ustilagn violacea sont peu connus.

d) Facteurs physinues contrdlant la conjugaison

1) Temgératuré

Des sporidies dgées de 48 heures (clones & et 9) sont séparées
de Teur milieu de culture par centrifugation (15 mn a 2000 g), rincées
d 1'eau distillée et remises en suspension & la concentration de 22.10
cellules/m]l dans du milieu neuf. On mélange alors 3 volume &gal les deux
clones compatibles et on.introduit 1 m1 de ce mélange dans une série de
microcuvettes, elles-mémes nlacées dans des hoites de Patri. Ces derniéres
sont placdes & 1'obscurité dans des enceintes dont les températures

s'échelonnent entre 2,5 et 40°C,

Aprés 24 heures de traitement, on constate que les températures
stimulant Te bourgeonnement ne sont pas les mémes que celles qui favorisent
la conjugaison (fig.VI), A 2,3°C, le taux de conjugaison est trés variable
mais toujours faible ; le bourgeonnement est trés faible énalement. Les
températures les plus favorables 3 la conjugaison sont comprises entre
15 et 20°C (optimum 3 17,5°C). Au-dessus de 20°C, le taux de conjugaison
diminue trés rapidement, i1 est pratiquement nul & partir de 25°C. La crois-
sance des sporidies est stimulée par les températures moyennement élevées.
Celle de 25°C, pour laquelle la croissance est optimale, provoque des’ =~
modifications de la morphogengse. Aprés 48 heures, on observe dans des
microcultures de nombreuses chainettes linéaires ocu ramifiées formées de
3 & 8 cellules accolées. Aprés 4 jours, ces "chainettes" cormencent i se
dissocier et un certain nombre de cellules cormencent i s'engager sur la voie
de la reproduction sexuée. A partir du Se ou du 6e jour, les accolements
sont nombreux et on observe des conjugaisons dont le pourcentage varie
selon les cultures, mais aui se caractérisent le plus souvent par un tube
de conjugaison relativement court.

Les températures de 25 i 30°C n'inhibent donc pas la conjugaison :
elles en ralentissent considérablement les processus. On comprend que dans
ces conditions, aprés 24 heures de culture, le bourgeonnement soit beaucoup
plus important. A 35°C, les cellules ne se divisent plus et meurent trés
rapidement.
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Des cultures placées 4 25 et méme & 30°C pendant 24 h puis remises
a la température de 17,5°C présentent 24 heures plus tard des taux de con-
jugaison élevés. De méme, des sporidies laissées 24 heures & 2,5 °C et remises

i 17,5 ou & 20°C conjuguent tout 3 fait normalement 24 heures aprés leur
transfert.

2) Lumiére

Pour déterminer 1'influence de 1a lumiére sur le déroulement de
la conjugaison, nous avons prénaré une série de microcultures mixtes analoques
3 celles utilisées pour analyser les effets de la temnérature. lne partie
des cultures est placée & 1'obscurité a 20° t 1, 1'autre recoit en plus
de Ta lumiére du jour, un éclairement continu d'environ 1000 lux fourni
par des tubes luminescents (type lumigre de jour de luxe). Le taux de
conjugaison et la-croissance, aprés 24 heures de traitement, sont les mémes

d 1a lumiére qu'd 1'obscurité (Tableau 27).

FACTEURS PHYSIQUES " CONJUGAISON CROISSANCE
% (n.0.)
Lumiére . 60,8 ¥ 2.5 27,0 £ 2.0
Obscu rité 61,5 £ 2,2 26,0 ¥ 3,5
Tableau 27 : Effet de 1a lumiére et de 1'ohscurité

sur la conjugaison et la croissance
des sporidies de 1'Ustilago violacea

e) Facteurs physiologiques

1) Age des snoridies

Pour étudier les effets de 1'dge des sporidies, nous ensemencons
trois séries de microcultures avec des cellules provenant de la culture
des clones 8 et 9 dgés de 2, 11 et 19 jours. Les cultures mixtes sont
préparées dans les mémes conditions que pour les expériences précédentes,

.....

a la température optimale de 17,5°C.




5, 12, 12 et 24 heures aprés la mise en place des microcultures,
on détermine le pourcentage des cellules parvenues aux différents stades
de conjugaison précédemment définis.

L'dge des sporidies modifie la dynamique de la conjugaison
(Fig.VII).Aprés 6 heures, seules les sporidies les plus jeunes parviennent
au 3e stade (45,6 % des cellules de deux Jjours). Aorés 9 heures, 69,8 %
des snoridies dgées de 11 jours y narviennent égalenent, alors que la
plupart de celles prélevées d 19 jours sont encore au stade 2. En 24 heures,
68,3 % des sporidies les nlus dgées sont d leur tour au stade 3. La conjugai-
son se déroule donc d'autant plus lentement que les cellules mises en
contact sont plus 3dgées, .mais aprés 24 heures, les pourcentages de conjugaison
(stade 3) différent neu. I1s sont toutefois un peu nlus faibles lorsque
les cellules ont nlus de 11 jours.

L'dge des snoridies ne modifie nas la creoissance (Tableau 28)

NUREE AGE DES SPORIDIES ENSEMENCEES
NE LA : ,
CU%;?RE microcultures mixtes cultures c1ona1gs
23. 11 j. 19 j. 2 3. 12 3. 22 j.
0 12 11 13 05 06 05,5
6 15 14 15,5 08,5 09 08,5
9 16 14,5 - 10,5 10,5 10
12 17 16,5 18 13 12 11
24 23 22 24 29 22 19
48 - - - 40 80 69
46 - - - 125 122,5 125
Tableau 28 Effet de 1'dge des sporidies sur la croissance

(mesurée par la D.0.) de cultures clonales

et de microcultures mixtes de 1'Ustilago violacea
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en particulier, on ne constate pas d'augmentation de la phase de latence
comme c'est le cas pour des cellules isolées de nombreux plantes supérieures
(Dubois, 1275). Dans les microcultures, la croissance n'est pas indépendante
des phénoménes sexuels puisque le ralentissement de la conjugaison, lorsque
les cellules sont agées, semble favoriser le bourgeonnement. Dans les
cultures clonales, en milieu liquide agité, ol i1 n'y a pas conjugaison,
1'age des cellules ne modifie pas la croissance tout au moins lorsqu'elles
ont moins de 11 jours au moment de 1'ensemencement. Des cellules plus

dgées présentent cependant une courte phase de latence avant de commencer

a2 bourgeonner.

2) Densité des cultures

Des sporidies dgées de 7 jours, provenant des clones 8 et 9,
sont séparées de la solution nutritive, rincées et introduites dans du
milieu neuf ; & partir de ces suspensions, nous réalisons des microcultures
mixtes 3 des concentrations variant de 6.105 a 6.108 cellules/ml. Ces
microcultures sont placées pendant 24 heures dans une enceinte obscure

=

dont la température est maintenue & 20 T 1ec.

Les pourcentages de conjugaison les plus élevés sont obtenus
quand on ditue 100 ou 200 fois les suspensions, ce qui correspond & une
densité cellulaire comprise entre 6.106 cellules/ml et 3.106 cellules/ml.
Une densité cellulaire 100 fois plus élevée ou 10 fois plus faible réduit
fortement le taux de conjugaison. Un trop grand nombre de cellules doit
géner la rencontre des cellules compatibles ; de plus, si 1'inhibition est
1iée a une modification du milieu, celle-ci sera d'autant plus importante
que la densité des sporidies est élevée. Inversement, lorsque la densité
des cellules est trés faible, la réduction du taux de conjugaison résulte
sans doute de 1a difficulté qu'ont les sporidies & rencontrer un partenaire
compatible (Tableau 29).

Jensité des | 5.10% | 6,107 | 3.107 | 6.10° | 3.106 | 6.10°
sporidies

% de conju- 1,610,4

. 50,4%4,8 57,0%2,9166,6%5,3 | 65,4%9,3| 9,5%2,6
gaison

Tableau-29 -: Effet de la densité cellulaire sur le pourcentage de
conjugaison.
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f) Importance du carbone et de 1'azote

L'équilibre entre ces deux substances joue souvent un rdle prépon-
dérant sur la croissance et le reproduction sexuée des champignons. On sait
méme depuis Tongtemps que des milieux pauvres favorisent la conjugaison de
nombreuses espéces d'Ustilago, dont Ustilaco violacea (Kniep, 1919 ; Bauch,
1922). Notre milieu d'entretien renferme des nitrates (1,96 g/1 de NOgK et
0,29 g/1 de (N03)2 Ca, 4 HZO) et du saccharose (20 g/1). Pour ces expériences,
nous avons simplement multiplié les doses de NO3K et de saccharose par 0, 1/2,
1, 2 et 4. Dans ces conditions, les milieux testés renferment respectivement
35, 170, 305, 580 et 1120 mg/1 d'azote et 0, 10, 20, 40 et 80 g/1 de
saccharose. '

Dans une premiére expérience (Tahleau 30), les sporidies sont
cultivées séparément pendant 48 h sur le milieu d'entretien puis recueillies
par centrifugation, rincées a 1'eau distillée et ensemencées en mélange dans
des microcultures renfermant des doses variables de carbone et d'azote.

Azote Saccharose (g/1)
(mg/1) ) 10 70 70 80
35 73,6 67,0 79,1 66,0 54,1
170 67,5 84,6 82,9 76,9 64,5
305 67,3 79,6 68,8 68,0 57,3
580 52,8 68,9 71,7 66,8 46,7
112v 41,5 40,5 43,8 35,9 0,2

Tableau 30 : Effet de la concentration du saccharose et du nitrate
de potassium sur la conjugaison des sporidies

Les cultures, dont Ta densité cellulaire a &té ajustée
a 15.106 cellules/ml, sont placées 24 h a 1'obscurité a 17,5°C. Les sporidies
conjuguent méme en 1'absence de sucre. Des doses de 10 et de 20 g/l stimulent
la conjugaison ; des doses plus élevées, sont inhibitrices. Une augmentation

de 1a teneur en azote entre 35 et 1120 mg/1 est d'abord favorable (jusqu'a
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170 mg/1) puis de plus en plus défavorable.

Les milieux les plus concentrés en azote réduisent le taux de
conjugaison d'environ 50 % et lorsque la teneur en saccharose est elle-méme
élevée (80 g/1), 1'inhibition est presque totale (taux de conjugaison : 0,2 %).

Dans une seconde expérience (Tableau 31), les deux clones sont

Azote Saccharose (g/1)
(mg/1) 0 10 20 40 g0
35 73,5 | 75,9 82,8 68,2 78,7l
170 78,1 84,8 86,9 81,9 77,3
305 69,1 67,2 75,3 76,4 60,1
580 67,3 57,7 68,0 53,8 1,3
1120 | 55,7 49,6 60,5 6,8 0,2

Tableau 31 : Effet de 1a concentration du saccharose et du nitrate
de potassium sur la conjugaison des clones nOS 8
et 9 préalablement cultivés séparément pendant 6

jours sur les milieux a tester.

d'abord cultivés séparément pendaht 6 jours sur les différents milieux a tester.
Une partie aliquote de chacune des cultures est alors diluée avec du milieu
neuf présentant les mémes proportions de carbone et d'azote, de maniére a
ramener la densité cellulaire a 15.106 cellules/m] et les deux suspensions
compatibles sont mélangées. Des microcultures renfermant 1 ml de mélange sont
placées dans les mémes conditions que lors de 1'expérience précédente.

Les résultats différent peu des précédents. Notons toutefois que
les fortes teneurs en saccharose sont mieux tolérées quand les concentrations
d'azote sont favorables, mais que 1'inhibition de la conjugaison est encore
plus marquée quand les milieux sont trop riches en azote.

Les effets de la teneur en carbone et en azote sur la croissance
végétative ont &té déterminés sur des parties aliquotes des cultures clonales
aprés 2 et 4 jours de culture (fig.VIII)Les milieux dépourvus de sucre eiipéchent
le bourgeonnement. La croissance est optimale avec 20 g/1 de saccharose ; elle
n'est pas réduite par des doses supérieures (jusqu'a 80 g/1). L'azote favorise
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également la croissance végétative jusqu'a environ 200 mg/1 mais des doses
supérieures ne la réduisent pas non plus.

Le rapport carbone/azote qui contrdle la sexualisation de
nombreux champignons (Hall, 1971, DEHORTER, 1972) n'intervient pas sur la
conjugaison de 1'Ustilago violacea, que ce soit pendant la culture mixte
ou pendant la culture clonale précédant le mélange des mating-types, mais
les teneurs en carbone et en azote ne doivent pas dépasser respectivement
20 g/1 et 200 mg/1. On remarque que les doses qui favorisent la croissance

végétative et la conjugaison sont les mémes.

Les résultats obtenus jusqu'ici, montrent que la réduction de
1'aptitude & conjuguer qui se manifeste dans les cultures clonales entretenues
en milieu liquide agité (fig.V ) ne peut s'expliquer ni par le vieillissement
des cellules (fig.VII)ni par 1'augmentation de la densité cellulaire
(Tableau 29), ni par une diminution -méme importante- de 1'azote ou du
carbone (Tableau 30 et 31) ; et nous avons vérifié que le pH -qui varie
de 5,6 & 7,4 en 7 jours de culture- intervient trés peu. On peut donc supposer
qu'au cours de la croissance végétative, les sporidies rejettent dans le
milieu des substances qui inhibent la conjugaison.

g) Mise en évidence de facteurs inhibiteurs de 1a conjugaison

Nous avons réalisé une série de microcultures mixtes sur _
du milieu de Lescure neuf, sur un filtrat provenant d'une culture clonale
de 10 jours et sur de 1'eau distillée, dans les conditions favorables
suivantes : température de 20 : 1°C, obscurité, densité cellulaire d'environ
1.107 cellules/ml. L'expérience effectuée avec des sporidies dgées de 48 h
et de 10 jours montre que le filtrat inhibe totalement la conjugaison, alors
que 1'eau distillée et le milieu de Lescure neuf fournissent des taux de
conjugaison trés élevés (Tableau 32). Des vérifications effectuées aprés
48 h et 3 jours montrent qu'il s'agit bien d'une inhibition et pas d'un
simple retard. L'origine des substances mises en cause peut &tre double :
secrétions des sporidies ou rejet dans le milieu dit 3 la lyse de cellules
dgées. Dans les deux cas, il est normal que la concentration des produits
augnente au fur et & mesure du vieillissement des cultures et donc que
1'aptitude a conjuguer des sporidies diminue progressivement : c'est bien
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MILIEU DE CULTURE TAUX DE CONJUGAISON
__________ Exp. 1 Ll EXpe2
Lescure neuf v 75,7 80,7
Filtrat de 10 jours 0 0
Eau distillée 82,2 78,1

Tableau 32 :: Mise en évidence de facteurs inhibiteurs
de l1a conjugaison dans un filtrat (milieu
dans lequel les sporidies se sont nultiplicées
pendant 10 jours). L'ensemencement des micro-
cultures est effectué avec des sporidies
de 48 heures (Exp. 1) ou de 10 jours (Exp. 2)

ce que 1'on constate sur la fig. V

h) Essais de caractérisation des facteurs inhibiteurs

_ Les inhibiteurs sont-ils des petites molécules ou des
protéines ?

Des filtrats provenant de cultures clonales sont divisés en =~
trois fractions : la premiére est utilisée telle quelle, la seconde est
autoclavée d 110°C pendant 25 minutes, la troisiéme est dialysée pendant
24 heures contre de 1'eau distillée. Des sporidies dgées de 2 ou 3 jours
sont séparées de leur milieu et remises en suspension dans chacune des fractions
d la densité d'environ 1.107 cellules/ml. Les microcuvettes renfermant 1 ml
des suspensions sont placées pendant 24 h & 1'obscurité, a 20 T 1°C. Les
taux de conjugaison (Tableau 33) montrent que les substances inhibitrices
sont thermostables et dialysables. La fraction dialysée fournit des taux
de conjugaison variant selon les conditions expérimentales, mais qui peuvent
égaler ceux obtenus avec du milieu neuf. ' -
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MILIEU DE CULTURE TAUX DE CONJUGAISON
SUNUON =1+ PO S A Exp. 2 __1 ___ Exp. 3____
brut 0 0 0
Filtrat - autoclavé 0 0 0
dialysé 65,4 I 5 22,8 3 65,5 ¥ 6
Lescure neuf - 57 .6 g 60,1 t 4
Tableau 33 : Essai de caractérisation des facteurs inhibiteurs

de la conjugaison
le filtrat provient de culture clonale de
7 jours (Exp. 1) ou de 10 jours (Exp. 2 et 3).

i) Essais de culture in vitro de filaments dicaryotiques

1) Observation de filaments dans des cultures axeniques

On sait que dans la nature, les sporidies conjuguées donnent
naissance a& des filaments dicaryotiques qui pénétrent dans les tissus de
la plante hote. In vitro, ces filaments sont rarement observés chez
1'Ustilago violacea.

Dans les microcultures destinées a dénombrer les conjugaisons,
nous observons de temps en temps des filaments dicaryotiques, ou supposés
tels parce qu'issus de la conjugaison de deux sporidies. Le plus souvent,
le filament mycélien se développe & partir de 1'une des deux sporidies conju-
guées (Planche Il) et trés rapidement, 1'autre sporidie se vide de son
partir du tube

-~

contenu cytoplasmique. Quelquefois, le filament se forme &
de conjugaison (Planche II).Quelle que soit leur origine, ils ont une
croissance limitée, dépassant rarement 25 ym et ne se ramjfient pas.

Beaucoup plus rarement encore, nous observons des filaments émettant des spori-
~dies, soit a Teur base (Planche II), soit & leur extrémité (Planche II).

Pour Day et Jones (1968), ces filaments bourgeonnants -qui sont semble-t'il




- 65

ceux qu'ils observent le plus fréquemment- marquent un retour vers un stade
levuroide haploide ou diploide. Mais il n'est pas impossible que ces figures
correspondent 3@ des conjugaisons anormales entre un filament présumé dicaryo-
tique et une sporidie haploide. En effet, les conjugaisons entre partenaires
multiples (le plus souvent 3) ne sont pas rares (Planche I), et nous avons
déja signalé que des conjugaisons pouvaient s'effectuer entre des éléments
trés variés. »

Dans les microcultures, le pourcentage de conjugaison produisant
un filament est toujours trés faible : moins de 1.10-4. Pour pouvoir faire
des observations pendant une période relativement longue, sur une méme popu-
lation de sporidies conjuguées, nous avons adopté une technique de culture
en goutte pendante. ‘

Bien que les sporidies restent vivantes pendant une quinzaine
de jours, les filaments ne sont pas plus nombreux et leur croissance
s'arréte dés qu'ils mesurent 30 & 35 um.

2) Recherchesen vue de cultiver le mycélium dicaryotique
Nous avons réalisé une culture associée de sporidies compatibles
et de colonies tissulaires de Silene alba. Les sporidies non conjuguées
présentes dans la goutte de suspension déposée sur le tissu se multiplient
trés rapidement et recouvrent en quelques jours Ta surface du milieu gélosé,
rendant les observations d'éventuels filaments mycéliens trés difficiles.
La culture associée de sporidies (souche L) et de cellules.

relativement isolées de Siléne provenant de cultures entretenues en milieu
liquide agité (Dubois et Bouriquet, 1974) est plus fructueuse. Les essais
ont &té conduits en goutte pendante avec du milieu de Lescure conditionné
(les cellules isolées de Silene y ont séjourné pendant 10 jours. Les sporidies
demeurent vivantes pendant une quinzaine de jours, les cellules de Siléne,

un peu plus d'une semaine. Des filaments dicariotiques se forment de préfé-
rence sur le pourtour des amas cellulaires. Leur nombre varie beaucoup

selon les cultures : une dizaine dans les cas les plus favorables ; de
nombreuses cultures n'en renferment qu'un ou deux, et certaines pas du tout.
Avec du milieu de Lescure neuf, le bourgeonnement des sporidies est beaucoup
plus intense et les pourcentages de conjugaisonset de filaments sont plus
faibles aprés une semaine de culture.

Des cultures effectuées dans les mémes conditions mais sans
cellules de Siléne fournissent également des filaments. Comme par ailleurs
nous n'avons jamais constaté de contact entre une hyphe mycélienne et une
cellule de la plante hdte, bien que la distance les séparant fusse quelque-
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fois trés faible, on ne peut conclure & un effet favorable des cellules sur
1'induction ou la croissance des filaments. Tout au plus, peut-on signaler
un effet favorable de la part des milieux conditionnés. Il peut étre
provoqué par 1'appauvrissement du milieu, aussi bien que par la présence

de substances inductrices.

J) Conclusions

- Les cultures clonales de sporidies secondaires de 1'Ustilago
violacea, entretenues en milieu liquide agité depuis plus d'une année,
gardent la possibilité de conjuguer quand on les mélange dans des conditions
favorables.

- Les taux de conjugaison les plus élevés sont obtenus lorsque
les sporidies, prélevées dans des cultures clonales repiquées depuis 24 ou
48 heures, sont ensemencées en mé&lange d une densité initiale d'environ
5.106 cellules/ml, dans un milieu liquide relativement peu concentré en
sucre (moins de 20 g/1 de saccharose) et en azote (environ 200 mg/1).

- Les milieux dans lesquels se développent les cultures clonales
inhibent plus ou moins la conjugaison. Cette inhibition, qui est totale
aprés une dizaine de jours de culture, n'est pas due & une modification
du pH ni & un épuisement du milieu. Elle est provoquée par des substances
thermostables et dialysables rejetées dans le milieu par les sporidies
végétatives ou provenant des cellules mortes.

- Moins d'une conjugaison sur 10 000 produit un filament
mycélien. Des essais de cultures assoc{ées avec des tissus ou des cellules
du Silene alba ou des cultures en présence de filtrats provenant de
suspensions cellulaires de Siléne,n'ont pas permis d'obtenir des pourcentages
de filaments plus importants,ni un meilleur développement de ces derniers.




INFECTION EXPERIMENTALE DE SILENE ALBA
ET SILENE DIOICA PAR L'USTILAGO VIOLACEA

Nous avons tenté d'infecter des plantules, desrosettes et des
fragments de tiges, par des inoculums d'Ustilago violacea d'origines
différentes.

_ Le but dé ces expériences était de déterminer le pouvoir pathogéne
de ces inoculums et de préciser le stade de développement des silénes le
plus favorable & la pénétration du parasite.

1 PREPARATION DES INOCULUMS

B s e S L e

a) Souche levuroide haploide (clone n° 8)

Cette souche a été cultivée en milieu liquide agité (milieu de
Lescure). Aprés 8 jours de culture, nous nrélevons un volume déterminé de la
suspension cellulaire que nous diluons au 1/3 et nous 1'inoculons d des
plantules ou 3 des explantats.

b) Suspension de té&liospores

Des téliospores prélevées aseptiquement dans des fleurs obtenues
in vitro d partir de fragments de tiges parasitées de Silene alba sont
concentréesdans de 1'eau stérile,environ 2 heures avant utilisation pour

infecter des plantes en rosettes et des fragments de tiges de Silene alba.

¢) Les dicaryons

A partir des clones compatibles 8 et 9, nous réalisons une
suspension mixte pour obtenir des dicaryons.

Les sporidies (+) et (-) agées de 48 heures sont mélangées & volume
égal, en tenant compte de la concentration de la suspension, puisque les :
cultures trés riches en sporidies sont défavorables d 1a formation des ‘}
dicaryons. Le mélange est maintenu a 20°C dans des conditions aseptiques

~

\
pendant 24 heures avant utilisation, de maniére & obtenir un taux &levé i
|

-

(>60 %) de dicaryons. Cet inoculum servira & infecter des plantules, des plantes
en rosettes et des fragments de tige de Silene alba et Silene diofica.
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d) Mycélium dicaryotique

On considére jusqu'a présent que seul le mycélium dicaryotique
peut se développer & 1'intérieur des tissus des silénes. Les travaux de
Hassan et MacDonald (1971) ayant montré que ce mycélium était plus abondant
au niveau des noeuds que des entrenoeuds, nous avons essayé d'étudier son
action parasitaire en déposant des fragments de tissus découpés au niveau
des noeuds de tiges parasitées (contenant donc le mycélium dicaryotique)

sur des noeuds provenant de tiges saines.

II MODE D'INFECTION

et e e e i ot o s ot o s o 2 e
B -3

a) Les explantats

Les explantats prélevés au niveau des noeuds de jeunes tiges saines
sont infectés, soit en injectant & la seringue 0,1 ml d'inoculum (suspension
de spores, de sporidies haploides ou de dicaryons) au niveau du bourgeon
axillaire, soit en déposant sur les bourgeons une goutte de 1'inoculum, soit
en trempant le noeud entier pendant 6 heures dans 1'inoculum, soit enfin
par contact avec un fragment de tissu parasité.

b) Les plantules

~ Les plantules de Silene alba et Silene dioica ont été infectées
soit par immersion conpléte pendant 6 heures, soit en trempant seulement les

racines dans 1'inoculum. Les premiéres ont été cultivées en serre et in vitro,
~les secondes n'ont &té cultivées qu'en serre.

c) Les rosettes

Les rosettes provenant du développement de plantules saines ont
été infectées par inyection de 1'inoculum a 1'aide d'une seringue. L'injection

-

se fait au centre de la rosette, de facon & toucher le bourgeon central.

d) Milieux de culture

Les plantules, aprés avoir été infectées expérimentalement, sont
placées certaines en champ ou en serre comme les plantes en rosettes, d'autres
comme les fragments de tige, sont cultivées aseptiquement sur un milieu gélosé
renfermant du glucose (3 % dans le cas des plantules, 6 % dans celui des
.explantats) ainsi que les &léments nutritifs de la solution de Murashige et
Skoog.
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IIT RESULTATS EXPERIMENTAUX

S8 v mn s v e oy e g g e e e e e S e S e s
s

a) Action d'une souche levuroide haploide de 1'Ustilago violacea

sur les fragments de tige de Silene alba.

10 jours aprés la mise en culture des noeuds infectés par la souche
levuroide, les tiges secondaires formées in vitro sont tout d fait semblables
aux tiges saines observées au .cours de la floraison in vitro. Les colonies
levuroides se multiplient rapidement sur les explantats et atteignent la
surface du milieu de culture ol elles constituent une masse pateuse autour
des noeuds. Aucune structure mycélienne n'a été constatée. Le phé&noméne
de castration parasitaire qui caractérise le développement du champignon
dans 1'h6te n'a pas été observé dans cette expérience qui portait sur 15
paniers de 24 tubes de culture. Par ailleurs, le nombre anormalement faible
de reprises des explantats laisse supposer que les colonies levuroides
haploides de 1'Ustilago violacea génent le développement des noeuds cultivés

in vitro.

b) Action d'une souche levuroide haploide de 1'Ustilago violacea

sur les plantules de Silene alba

Les plantules immergées pendant six heures dans 1'inoculum sont
ensemencées sur le milieu gélosé de Murashige et Skoog contenu dans des
bouteilles & large ouverture.

Aprés 4 jours de culture, correspondant 3 la période d'adaptation
des plantules sur leur nouveau milieu, la reprise parait bonne. Un mois plus
tard, alors que les témoins se développent normalement, qu'ils forment
de nouvelles feuilles et que leurs tiges s'épaississent, la croissance des
plantules infectées est bloquée par le .développement trés rapide des
sporidies qui couvrent presque toute la surface du milieu de culture.

Aprés deux mois, la presque totalité des plantules infectées meurt intoxiquée
par la présence du champignon.

La souche haploide de 1'Ustilago violacea qui s'était déja révélée
inhibitrice de la croissance des colonies tissulaires de Silene alba et
incapable de parasiter les explantats cultivés in vitro, est aussi toxique

pour le développement des plantules de siléne.
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c) Infection de noeuds provenant de tiges saines par le mycelium
dicaryotique

Des noeuds prélevés sur des tiges saines mis en contact avec des
fragments de tissu parasité renfermant le mycé}ium dicaryotique, sont
ensemencés sur le milieu gélosé de Murashige et Skoog.

A partir du 2e jour de culture, la plupart d'entre eux sont envahis
par des champignons autres que 1'Ustilago violacea ; quand nous avons pu

éviter ces pollutions, les fleurs néoformées sont indemnes du champignon.
L'hypothése qui consistait a croire que le mycélium dicaryotique contenu

dans les tissus parasités passerait dans les tissus sains fi'a malheureusement
pas pu &tre vérifige. '

d) Infection des silénes par les téliospores de 1'Ustilago violacea

1) Infection des plantules de Silene alba cultivées en serre

Des plantules de Silene alba dgées de deux semaines sont immergées
pendant 6 heures dans une suspension renfermant 3 la fois des téliospores,
des sporidies haploides et des sporidies conjuguées. Elles sont ensuite repi-
quées en pots. Aprés un mois de culture, ces plantules forment des rosettes

comparables & celles obtenues avec des plantes n'ayant pas &té soumises a
1'action du champignon.

Les premiers boutons floraux apparaissent aprés 2 mois et les
fleurs s'épanouissent deux semaines plus tard.

Dans ce cas, nous avons pu constater que 11 pieds mdles sur 14
et 18 pieds femelles sur 21 étaient parasités par 1'Ustilago violacea. Toute-
fois, la méthode utilisée ne permet pas de savoir si 1'agent infectieux
était représenté par les téliospores ou les sporidies conjuguées.

2) Les rosettes cultivées en serre

Les rosettes de Silene alba sont infectées au niveau du bourgeon
terminal par une suspension concentrée de téliospores. Quatre mois plus
tard, 6 plantes sur 10 portaient des fleurs dont la moitié (2 pieds femelles
et 1 pied male) étaient parasitées par 1'Ustilago violacea.

3) Les fraoments de tines de Silene alba cultivés in vitro

Des noeuds provenant de plantes saines sont infectés par une
suspension de téliospores. Un mois plus tard, 105 explantats sur 144 portaient
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des fleurs. Une observation rigoureuse des fleurs mdles et femelles ne
révéle aucune modification morphologique caractérisant la présence de
1'Ustilago violacea.

4) Conclusion

Les téliospores de 1'Ustilago violacea se sont montrées pathogénes
sur les rosettes cultivées en serre, et probablement sur les plantules
cultivées dans les mémes conditions. Les résultats négatifs enregistrés

sur les noeuds cultivés in vitro seraient peut-étre provoqués par une
mauvaise germination des téliospores.

e) Infection des silénes par les sporidies conjuguées

1) Silénes cultivées en serre

1.1. plantules de Silene dioica
Les plantules infectées par immersion dans la suspension de

sporidies conjugutes se développent en rosettes. Beaucoup d'entre elles sont
restées a@ ce stade sans qu'on puisse préciser si elles &taient parasitées

ou non. Certaines ont néanmoins manifesté le phénoméne de montaison ; parmi
ces derniéres, aucun pied femelle n'était parasité, alors que 7 pieds mdles
sur 7 1'étaient.

Notons aussi que le parasitisme de ces pieds a été obtenu & partir
de dicaryons provenant de la germination de t&liospores récoltées dans les
anthéres de Silene alba ; c'est donc le méme Ustilago violacea qui parasite

Tes deux espéces de silénes.

1.2 plantules de Silene alba infectées par les racines
On pouvait se demander si tous les organes de la plantule &taient
réceptifs et si par exemple les racines pouvaient étre une voie d'infection.
Nous avons donc entrepris des expériences identiques aux précédentes, mais
en prenant soin de n'immerger pendant 6 heures que les racines dans la
suspension de dicaryons. Les plantules sont ensuite repiquées en serre.

En fin de culture, les anthéres de 9 pieds miles et de 16 pieds
femelles étaient bourrées de téliospores d'Ustilago violacea ; 5 pieds

étaient restés en rosettes.
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La méthode d'infection par la racine donne donc des résultats
positifs qui montrent que les racines peuvent constituer une voie de pénétration
du parasite. '

1.3 rosettes de Silene alha et Silene diofca

Afin de vérifier que le stade plantule n'était pas le seul sensible
d 1'Ustilago violacea, nous avons réalisé des infections expérimentales
quand les plantes (dgées d'environ 4 mois) avaient atteint le stade de
rosette. Nous avons alors injecté au mois de Mai 1'inoculum constitué de

dicaryons au niveau du bourgeon terminal de Silene alba et Silene diofca.

L'expérience a porté sur 5 pots de chague espéce. 3 pieds femelles
et 1 pied mdle de 1'espéce alba étaient parasités par 1'Ustilago violacea ;
le 5e pot est resté en rosette jusqu'a la fin de 1'expérience.

L'espéce dioTca avait un pied mdle et un pied femelle parasités ;
2 pieds mdles portaient des fleurs parfaitement saines et un pied est
resté & 1'état de rosette.

2) Silénes cultivées en champ

Les rosettes de Silene alba et Silene dioica infectées de la méme
facon que celles maintenues en serre, sont cultivées dans un champ ol elles
ont passé 1'hiver. A Ta belle saison, elles se développent et fleurissent,
Dans le cas de Silene alba, 10 pieds madles sur 15 et 18 pieds femelles
sur 19 étaient parasités ; avec Silene dioica, 5 pieds mdles sur 10 et

7 pieds femelles sur 10 étaient également parasités.

Ainsi, les plantes au stade rosette peuvent étre infectées et
le chémpignon résiste au froid hivernal.

Nous avons également réalisé des infections avec les deux souches
8 et 9, haploides et compatibles, réunies quelques minutes seulement avant
1'expérience, de fagon que 1'infection soit réalisée par des sporidies
non conjuguées. Cette suspension a 8té injectée d des rosettes de Silene diofca.
4 pieds mdles sur 5 et 5 pieds femelles sur 5 étaient parasités a la fin de

1'expérience.
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En conséquence, les sporidies conjuguées (dicaryons) ont un pouvoir
pathogéne 3@ 1'@gard des deux espéces de silénes, quel que soit leur stade
de développement, quelles soient cultivées en serre ou en champ. D'autre
part, il n'est pas indispensable d'attendre que les sporidies conjuguent
pour réaliser ces infections, puisque la réunion de deux clones compatibles
suffit pour provoquer le phénoméne de castration parasitaire sur Silene alba
et Silene dioica.

3) Silénes cultivées in vitro

Aprés avoir montré qu'il était possible d'obtenir in vitro des
fleurs de silénes parasitées par 1'Ustilago violacea, & partir d'explantats
déja infectés dans la nature et qu'il était aussi possible de réaliser
des infections artificielles sur des plantes entiéres cultivées en pot,
nous avons tenté d'infecter 3 1'aide de dicaryons des plantes entiéres
cultivées aseptiquenent, des fragments de tiges ou des colonies tissulaires

)

cultivées in vitro.
3.1 les plantules de Silene alba

Des graines de Silene alba sont mises & germer dans des conditions
aseptiques ; lorsque les plantules ont atteint 3 cm, elles sont immergées
pendant 6 heures dans 1'inoculum constitué par une suspension de dicaryons.
Elles sont ensuite transplantées sur un milieu gélosé comprenant les éléments
nutritifs de la solution de Murashige et Skoog et 3 % de glucose. Le dévelop-
pement des plantules est tout d'abord normal,elles ne tardent pas & former
de petites rosettes, mais leur croissance s'arréte rapidement. Pendant ce
temps, sporidies et dicaryons se multiplient trés activement par bourgeon-
nement, forment des colonies qui s'étalent et s'épaississent & la surface
du milieu, inhibent les plantules qui jaunissent et se nécrosent.

3.2 fragments de tiges

Des explantats prélevés au niveau des noeuds de tiges saines
de Silene alba et Silene dioica sont préparés pour étre cultivés in vitro.
Au moment de 1'ensemencement, on les infecte 3 la seringue au niveau du
bourgeon axillaire, avec 0,1 ml environ d'un inoculum constitué par une

suspension de sporidies conjuguées.

Aprés un mois de culture, 1'esp&ce alba présente 17 explantats
sur 73 portant des fleurs parasitées. Quant & 1'espéce dioica, le nombre
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d'explantats ayant fleuri &tait faible parce que les noeuds étaient déja
trés lignifiés. Néanmoins, 5 pieds sur 13 étaient infectés par le champignon.

Nous avons recommencé la méme expérience en variant le mode
d'inoculation. Au lieu d'injecter, nous déposons a la seringue une goutte
correspondant d 0,1 ml de la suspension de dicaryons : seulement 6 explantats
de Silene alba sur 84 étaient parasités par 1'Ustilago violacea.

Au cours de ces expériences d'infections expérimentales, le seul
critére que nous avons retenu pour affirmer que la plante &tait ou non
parasitée, était la présence des fleurs charbonnées. Il est possible que d'autres
explantats n'ayant pas encore fleuri renferment aussi du mycélium dicaryotique,
mais nous n'avons pas fait d'observations cytologiques.

Quoi qu'il en soit, ces essais montrent cependant que le cycle
complet de 1'Ustilago violacea peut Btre ohtenu dans des conditions rigoureuse-

ment controlées.
3.3 les tissus isolés de Silene alba

Nous nous sommes demandé si 1'lUstilaag violacea, paraéite obligatoire,
pouvait effectuer son cycle de développement en présence de tissus de 1'hdte,
sans différenciation florale. Nous avons donc mis en culture (milieu de
Murashige et Skoog, 3 % de qlucose 2,4 D 10'7) des fragments de 250 mg
prélevés sur des colonies tissulaires de Silene alba. A 1'aide d'une seringue,
nous déposons & la surface des explantats environ 0,1 ml d'inoculum (suspension
de sporidies conjuguées).

La présence du champignon réduit trés fortement la croissance des
tissus qui finissent par se nécroser, alors que les sporidies se multiplient
rapidement, envahissent les tissus et le milieu de culture.

Une observation au microscope montre que les sporidies qui se
développent fusionnent entre elles sans donner de filamentsmycéliens. Nous
n'avons pas observé non plus la formation des téliospores sur ces tissus.

Nous avons recommencé 1'expérience en infectant les tissus Torsque
les colonies tissulaires sont en pleine croissance (environ 2 g). La goutte
d'inoculum est déposée de fagon qu'il n'y ait aucun contact entre le champignon
et Te milieu de culture. Le résultat est le méme que précédermment avec un
délai plus long.
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CONCLUSION

==z aosas

En résumé, nous constatons que les clones 8 et 9 d'Ustilago violacea
que nous avons isolés au laboratoire depuis 15 mois et entretenus réguliérement
dans des conditions aseptiques, ont conservé leur pouvoir pathogéne. Toutefois,
comme cela avait déja été signalé (Hassan et MacDonald, 1971),nous confirmons
que les sporidies haploides qui ne peuvent pas prbduire de filaments dicaryoti-
ques sont incapables de parasiter les silénes, alors que les sporidies

conjuguées ont un bon pouvoir pathogéne.

Les inoculums que nous avons utilisés proviennent de téliospores
récoltées dans des anthéres de Silene‘alba, ils sont susceptibles d'infecter
aussi Silene diofca ce qui souligne que 1'Ustilago violacea n'a pas de
spécificité trés stricte. De plus, la pénétration du champignon dans Tes tissus
de 1'hdte semble se faire de facon identique dans les pieds miles et
femelles de deux espéces.

Les essais réalisés sur des plantes entiéres ont permis de montrer
que 1'infection pourrait avoir lieu a différents stades de développement
de la plante. La pénétration du parasite peut se faire par différents orgares,
les bourgeons et les racines étant ﬁarticu]iérement favorables & cette pénad-
tration. Par ailleurs, alors que la température et la lumiére jouent un
role important dans la floraison des silénes, il semblerait que le champignon
résiste trés bien au froid hivernal. L'Ustilago violacea est certes un

parasite strict, c'est-d-dire qu'il ne peut pas effectuer son cycle de

développement sur milieu synthétique ; mais i1 ‘ne le peut pas non plus sur
les cellules vivantes des colonies tissulaires de Silene alba, i1 semble donc
que les relations héte-parasite soient trés étroites et que le champignon ne
puisse avoir son développement complet que par 1'intermédiaire des anthéres
de silénes, sans qu'on sache d'ailleurs exactement pourquoi.

Du reste, aprés avoir obtenu la floraison in vitro des silénes,
nous avons réalisé le cycle du champignon dans des conditions rigoureusement
contrblées et dans un délai relativement court (1 mois).
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CONSIDERATIONS GENERALES

Beaucoup de travaux sur les champignons parasites se rapportent 3
la germination des téliospores et @ leur culture en milieux artificiels
(Nielsen, 1972 ; Zambettakis, 1973). Certains auteurs ont précisé 1'action
de la lumiére (Becerescu, 1973, KRAJINY, 1974), de la temp@rature ou du pH
(Huguenin, 1974).

Pour aborder plus aisément les relations hdte-parasite, nous avons
été amené a utiliser un milieu permettant & la fois la croissance des tissus
de 1'hdte et celle du champignon. Toutefois, 1'étude de la germination des
téliospores de 1'Ustilago violacea nous a permis de constater qu'elles germent
facilement sur des milieux trés divers ; les bons résultats obtenus, méme
sur 1'eau distillée stérile, souliqgnent que les téliospores n'ont aucune
exigence particuliére. Hassan et MacDonald (1971) ont d'ailleurs montré qu'el-
les germent aussi bien & la lumiére qu'd 1'obscurité & des températures
comprises entre 5 et 38°C. Cette indifférence n'est cependant pas générale
puisque les téliospores d'Ustilago tritici germent mieux & 1'obscurité qu'a
Ta lumiére qui exerce une inhibition marquée entre 460 et 600 nm (Krajny,1974).
Signalons aussi que Forsyth (1955) a mis en évidence un phénoméne d'auto- -
inhibition de la germination des Uredospores de Puccinia graminis var.
tritici par suite de 1'émission de triméthylethyléne. Si 1a germination de
1'Ustilago violacea ne nécessite aucune substance nutritive, le développement
ultérieur exige d'une part, la présence de vitamine By, ce qui confirme les
résultats de Schopfer et Blumer (1938), d'autre part, celle d'un sucre, par
exemple le glucose ou le saccharose que nous préconisons a la dose de 2 %.
Toutefois, contrairement & ce qu'on observe avec les tissus de Phanérogames,
les fortes doses (100 g/1) n'inhibent pas 1a croissance du champignon. La
température optimale de cette croissance est de 1'ordre de 25°C ; elle est

presque nulle en-dessous de 2,5°C et au-dessus de 35°C.

Comme la germination des téliospores, la conjugaison des sporidies
(+) et (-) ne semble pas avoir d'exigences nutritives particuliéres, puisque

nous 1'avons obtenue @ un taux &levé, aussi bien dans 1'eau distillée que sur
le milieu nutritif de Lescure.
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Elle n'est pas influencée par le rapport C/N du milieu comme c'est parfois
le cas (Huguenin, 1974). Elle se déroule aussi bien & 1'obscurité qu'a

la lumiére, alors que chez de nombreuses espéces de champignons, 1'induction
lumineuse, & un stade déterminé, est indispensable & la sexualisation
(Toussoun et Heinhold, 1967 ; Dehorter, 1972 ; MERIMOTO et ODA, 1974).
Parfois méme, comune chez Coprinus congregatus, 1'influence de la lumiére

est encore plus complexe (Manachere, 1970).

L'dge des sporidies d'Ustilago violacea, leur densité dans le
milieu de culture et la température influent sur la conjugaison qui est
inhibée au-dessous de 10°C et au-dessus de 22°C. L'inhibition provoquée
par les températures élevées est d rapprocher du blocage de la reproduction
sexuée mise en &vidence chez divers ascomycétes (Henriksson et Morgan Jones,
1962 ; Dehorter, 1972), bien que ce ne soit pas un phénoméne général,
puisque chez Sordaria fimicola Te maximum de périthéces est obtenu pour
des températures é&levées (Hall, 1971). D'ailleurs, des températures, méme
peu &levées, influent sur la fructification des Basidiomycétes, car le
nombre de carpophores produit nar diverses agariales est réduit entre 14
et 20°C (Flegg, 1968), alors que la température optimale pour la fructifica-
tion de Agaricus bisporus est comprise entre 14,5 et 16,5°C (Atkins, 1966).

Le pourcentage de mycéliums dicaryotiques formés par les sporidies
conjuguées reste toujours faible, quelles que soient les conditions réalisées.
L'Ustilago violacea se comporte donc différemment de 1'Ustilago nudé dont
on cultive facilement le mycélium dicaryotique en milieu synthétique, mais
dont 1'isolement des sporidies haploides exige des conditions particuliéres
(Nielsen, 1972). Méme si 1'opinion de Baker (1947) et celles de Hassan et
MacDonald (1971) étaient un peu trop pessimistes quand ils affirmaient que
la culture du mycélium dicaryotique &tait impossible en dehors de 1'hdte,
i1 nous faut reconnaitre que malgré nos différents essais, nous n'avons pas
encore précisé les modalités de cette culture. Rappelons aussi, quoi que
nous n'ayons pas expérimenté dans ce domaine, que les rayens X selon leurs
doses peuvent , soit stimuler, soit inhiber la croissance du mycé1ium dicaryo-
tique de U. nuda, U. tritici, U. nigra, U. avena, U. hordei, et U. cyne- |
dontis (Becerescu, 1973). I1 serait peut-&tre intéressant en ce qui concerne
1'Ustilago violacea de vérifier 1'action de ce facteur.

Nous avons aussi constaté que les sporidies excrétent des substances
inhibitrices de la conjugaison. I1 s'agit de petites molécules thermostables.
Quoi que nous n'ayons pas encore précisé leur nature, i1 n'est pas exclu
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exemple que certains acides aminés réduisent le pouvoir pathogéne de certains
champignons (Van Andel, 1966) et que Rhizoctonia solani cultivé en milieu
liquide excréte des acides aminés (ac. glutamique, glycocolle, histidine,
alanine, leucine, isoleucine (Reddy et Rac, 1975). Nous avons également
remarqué que 1'Ustilago violacea secréte des substances toxiques pour les
tissus de Silene alba (Batcho et Dubois, 1974). Cette toxicité n'est d'ail-
leurs pas spécifique puisqu'elle se manifeste aussi & 1'égard des tissus

de Carotte, d'Erable ou de Scorsonére. L'identité entre 1'inhibition de

la conjugaison et 1'inhibition de la prolifération des cellules végétales

n'a pas &té établie et nous nous garderons de comparer les résultats obtenus
avec une souche levuroide se cultivant facilement sur un milieu synthétique
et ceux fournis par un mycélium dicaryotique se développant dans les tissus
de la plante hdote. I1 est peu probable en effet que les substances excrétées
par une culture levuroide puissent étre responsables des modifications fiora-
les induites par le mycélium dicaryotique de 1'Ustilago violacea. Par contre,
1'inhibition de la prolifération des tissus isolés et des suspensions cellulai-
res de Silene alba pourrait expliquer le nanisme observé chez divers siiénes
parasités par ce champignon (Baker, 1947; Viennot-Bourgin, 1949 ; Evans

et Wilson, 1971).

La technique de culture in vitro nous a permis d'obtenir la florai-
son de Silene alba et Silene dioica dans des conditions satisfaisantes.
En mettant en culture des fragments de tiges parasitées, nous avons, dans
des conditions aseptiques, et dans un temps relativement court (8 & 15 jours)
obtenu des fleurs parasitées ; ce qui nous a permis de résoudre le probléme
difficile de la désinfection des téliospores et de confirmer par la méme
occasion 1'hypothése émise par Morel en 1948.

Par la suite, avec des inoculums d'origines différentes (télics-
pores, sporidies haploides, sporidies conjuguées, et mycélium dicaryotique)
nous avons infecté des Silene alba et Silene dioica & différents stades
de développement (plantules, rosettes, fragments de tiges) et vérifié leur
pouvoir pathogéne. Soulignons que ces infections sont réalisées sur des
plantes cultivées en champ, en serre et in vitro. '

Depuis les travaux de Hotson et Cutter (1951), au moins une
dizaine de téliomycétes, considérées comme des parasites obligatoires ont
été cultivées en association avec des tissus isolés de 1'héte ; plusieurs
ont méme pu se développer, au moins pendant un temps limité, dans des
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conditions saprophytiques (Hilliams et coll., 1967 ; Turel, 1969). Ingram,
(1973) a répertorié les eshéces ayant donné lieu 3 des cultures associées,
mais i1 ne signale aucune Ustilaginale. Nous avons obtenu le cycle complet
de 1'Ustilago violacea dans des conditions rigoureusement contrdlées. Les

premiéres &tapes (germination des téliospores, entretien des souches levu-

roides axéniques et conjugaison des sporidies compatibles) s'effectuent

en milieu synthétique en dehors de 1'héte. Les derniéres étapes (croissance
du mycélium dicaryotique, formation des téliospores) se déroulent dans

des culturzss de fragments de tiges isolées de Siléne alba (Batcho et Dubois,
1975).

9
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F»CQ + IX Culture in vitro de V'Ustilago vioiacea

A. Phase saprophytique, en milieu synthétique. B. Phase parasitaire : culture associée avec un fragment
de tige de Silene alba : en blanc, fragment de tige prélevé sur une plante saine ; en noir, fragment de
tige prélevé sur une plante déjd infectée. — 1. Téliospore aseptique ; 2. Germination de la téliospore
et formation d’une archéobaside ; 3. Emission des sporidics haploides - ¢t —; 4 et 4'. bourgeonnement
des sporidies haploides et entretien, E, des cultures levuroides ; 5. Conjugaison de deux cellules levu-
roides compatibles ; 6. Infection ¢’vn fragment de tige saine de Silene alba par une suspension de cel-
Iules levuroides conjuguées ; 7. Formation des fleurs charbonndes; 8. Culture in vitro d’un fragment
de tige de Silene alba prélevé sur une plante déja infectée ; 9. Formation de fleurs charbonnées.
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Le passage de la phase saprophytique & la phase parasitaire est réalisé par
injection dans les tissus de 1'hdte d'une suspension de sporidies conjuguées.

Certes, Wanderwalle et Sommereyns (1965) ainsi que Nielsen (1968)
avaient obtenu des épis charbonneux d'orge, aprés inoculation de mycé]ium
dicaryotique ou de téliospores d'Ustilago nuda. De méme, Hassan et
MacDonald (1971) aprés injection de téliospores d'Ustilago violacea dans
les bourgeons axillaires des jeunes plantules ont observé des fleurs charbon-
nées de Silene dioTca. Mais tous ces travaux ont &té réalisés sur des
plantes entiéres cultivées dans la nature et ne permettent pas de préciser
les facteurs qui influent sur le développement du champignon et de son hdte.

- Notre travail met bien en €vidence le pouvoir pathogéne des télios-
pores récoltées in vitro ; il montre aussi que les sporidies haploides en
sont dépourvues alors qu'elles sont toxiques & 1'égard des plantules et
des tissus isolés de silénes. L'action parasitaire des sporidies conjuguées
s'exerce bien sur les plantules, les rosettes et les fragments de tiges,
qu'ils soient cultivés en champ, en serre ou in vitro. Cette action parasitai-

re n'est d'ailleurs pas altérée par les basses températures hivernales.

‘Nous avons aussi montré que le méme Ustilago violacea peut para-
siter Silene alba et Silene dioTca qui sont sensibles au parasite quel

que soit leur stade de développement.

-~ -~

Notre travail, & certains égards, s'apparente & celui réalisé
par Raynal (1974) sur U. maydis. Cet auteur a pu obtenir des contaminations
artificielles, en injectant avec une seringue hypodermique des sporidies
cultivées en milieux liquides agités. Radulescu et Munteanu (1967) avaient
d'ailleurs remarqué que la contamination par_U. maydis était possible
pendant toute la période végétative de la plante. Becerescu (1973) a de
son cOté montré que la pénétration des Ustilaginales (U. nuda, U. ritici
U. nigra, U. hordei) pouvait se faire par des organes trés différents

sans préférence particuliére pour 1'un ou 1'autre.

Malgré les précisions supplémentaires que nous avons pu apporter
sur 1'Ustilago violacea et sur ces hites habituels Silene alba et Silene
dioica, i1 nous est encore impossible de dire pourquoi ce champianon ne
développe ses téliospores que dans les organes floraux de ses hdtes, ni
pourquoi i1 provoque la différenciation d'anthéres dans les fleurs femelles
qui en sont normalement dépourvues. Nous espérons que la culture en milieux

PN <y . . . . .
synthétiques du mycelium dicaryotique pourra nous fournir des informations
précieuses dans ce domaine.

i
i




Certains dicaryons d'Ustilago violacea, au lieu de produire un
mycélium dicaryotique, fusionnent leurs noyaux et deviennent une cellule
diploide. Certaines d'entre elles ont été isolées et étudiées par Day
et Jones (1968) qui ont éprouvé leur pouvoir pathogéne. Ces diploTdes
qu'on peut considérer comme des téliospores dépourvues de paroi sporale,
pourraient excréter dans leur milieu de culture des substances dont
1'identification aiderait & &lucider le probléme de castration parasitaire
provoqué par 1'Ustilago violacea sur Silene alba et Silene dioica.
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