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INTRODUCTTION

Les maladies vasculaires ou trachéomycoses sont causées par
des Champignons qui restent localis@s principalement dans le xyléme de leur
hdte, durant la plus grande partie de leur pathogenése. Le syndrome carac-

téristique est un dépérissement plus ou moins rapide du végétal.

Parmi les trachéomycoses, les plus étudiées sont les fusa-
rioses dues au Fusarium oxysporum (Schl.) Snyder et Hansen et les verticil-
lioses dues au Verticillium albo—atrum Reinke et Berth. et au Verticillium
dahliae Klebs., ces maladies affectant de nombreuées cultures dans le mon-

de.

Cependant, malgré de nombreux travaux, la lutte contre ce
type de parasite demeure difficile et l'usage de fongicides endothérapiques

ne semble pas résoudre tous les problémes.

La présente étude concerne une maladie de ce type : la
trachéomycose de la Laitue due auPythium tracheiphilum Matta; cette maladie

cause d'importantes pertes dans les cultures maraichéres.

La systématique des Pythiacées a fait l'objet de nombreuses
8tudes (travaux de MIDDLETON, 1943 ; de SIDERIS, 1932 notamment). D'autres
chercheurs parmi lesquels J.A. LEAL, J. FRIEND, J.P. HOLLIDAY, J.W. HENDRIX,
C.G. ELLIOTT, R.H. HASKINS se sont intéressés 3 la solution des problémes
1iés & la reproduction des Pythiacées. Ces recherches ont fourni des éléments

permettant de réaliser, sur des milieux chimiquement définis, le cycle com-—

plet des Pythium. Cependant, la lutte contre ces agents pathogénes et notam-—

ment Pythium tracheiphilum demeure  souvent insuffisante



Le présent travail a &té réalisé en collaboration avec le
Cercle des Maraichers et Arboriculteurs de la Ceinture Nord—-Ouest de Paris
qui, & la suite des sévéres attaques dues aUPythium tracheiphilum durant
1'été 1969, nous a proposé d'approfondir quelques aspects de 1'étude épidé-

miologique de la maladie.

La premiére partie de notre travail concerne les symptdmes
et les conditions de la maladie, les caractéres de la systématique des Pythium,

les caractéres morphologiques du Pythium tracheiphilum Matta.

La deuxiéme partie traite des besoins nutritifs du Champi-
gnon et de l'influence de facteurs internes et externes sur l'accomplissement
du cycle du P. tracheiphilum. Nous étudions successivement les conditions
favorables & la croissance du thalle, & la germination des sporocystes et des

oospores.

La troisidme partie est consacrée & 1'étude épidémiologique
de la maladie ; les relations hdte-parasite sont étudies, d'une part & par-
tir de cultures im vitro, d'autre part & la suite d'inoculations expérimen-

tales réalisées en champ.

Dans la dernidre partie, nous nous proposons de préciser
quelques aspects histologiques et cytochimiques de 1l'invasion des tissus

de racines par 1l'agent pathogéne.

Enfin, dans la conclusion, nous présentons les résultats

de nos travaux et les perspectives pour des travaux ultérieurs.



PREMIERE PARTIE

CHAPITRE I

I. SYMPTOMES DE LA MALADIE

Dans les cultures de Laitues, Pythium tracheiphilum Matta
produit des manifestations pathologiqués décrites par MATTA et GARIBALDI
dans leurs travaux en 1965. Celles-ci consistent essentiellement en un flé—
trissement progressif des feuilles de la plante en liaison avec un brunis-
sement des vaisseaux du secteur caulinaire correspondant. Les racines des
Laitues malades sont tronguéeset on note, au-dessus du point d'infection,

un important développement de racines secondaires.

Des coupes longitudinales et transversales de ces racines
montrent un brunissement intense de la stéle, les tissus et les vaisseaux
du xyléme sont envahis par le mycélium de 1'agent pathogéne, tandis que

les tissus externes demeurent sains.

L'agent responsable de cette trachéomycose fut isolé et
identifié par MATTA (1965) en Italie. La maladie a été observée en France
dans les cultures maraichéres dans la vallée de la Seine, dans la zone de

Montesson et Croissy, ainsi que dans les Pyrénées orientales.

L'évolution des symptOmes de cette maladie est parfois
difficile a suivre dans les cultures et seulesles inoculations expérimenta-—
les permettent d'étudier avec précision le déroulement du processus infec-—

tieux.



II. CONDITIONS DE L'EPIDEMIE EN REGION PARISIENNE

Avant de décrire les conditions de sol, les conditions
météorologiques et les conditions variétales paraissant favoriser la mala-
die, il convient de résumer les techniques culturales pratiquées dans la

région ou sévit la maladie.

Bien abritées des vents par les collines de Cormeilles—en-—
Parisis, les cOteaux de Marly et la forét de Saint-Germain, les cultures de

Laitues bénéficient d'un microclimat favorable au maralchage.

Les semis sont effectuds en pleine terre d&s le début de fé-
vrier et &chelonnés jusqu'au début d'aofit sur les différentes parcelles.
Chaque parcelle fournit consécutivement deux ré€coltes au cours de la saison.
En raison du semis trés dense, un premier sarclage &liminatoire est nécessai-
re dés que les plantules atteignent le stade 2 & 3 feuilles. Un deuxidme
sarclage, effectué 15 3 20 jours avant la récolte, dénommé "mise en place

définitive" ne laisse subsister que 12 laitues au m?

1 - Conditions de sol

La maladie cause d'importantes pertes dans les champs sur
sol sableux, trés permésbles, dont les taux de matiére organique sont souvent
supérieurs 4 3 %, et le pH voisin de 6 ou de 7. Les sols argileux plus
lourds sont moins favorables 3 la maladie. De plus, celle—ci s'observe gé-
néralement sur des sols ol la culture de la Laitue est renouvelée chaque
année et parfois depuis prés de 25 ans. Il semble donc que 1'inoculum se

perpétue dans ce type de sol.

2 - Conditions météorologigues

A partir des observations recueillies au cours de ces der-
nidres années, on peut noter qu'il existe une relation entre les conditions
de température et d'humidité et l'apparition des symptdmes de flétrissement.
Des températures relativement basses (inférieures & 20°C) et de fortes pré-
cipitations déclencheraient le processus infectieux dans des champs de

Laitues sur sols sableux.



3 - Conditions variétales

Les variétés "Aurélia" et "Lilloise'" seraient les plus
sensibles 3 la maladie alors que les lLaitues de type'Batavia'résisteraient

a 1l'agent pathogéne.

III. BIBLIOGRAPHIE : CONNAISSANCES SUR CETTE MALADIE
Les travaux relatifs & la trachfomycose de la raitue et &
la description de 1'agent pathogdne responsable ont &té réalisés par

BIRAGHI, MATTA, GARIBALDI en Italie et MENTION en France (travaux non publiés).

1 - Travaux de BIRAGHI (1940)

Cet auteur décrit des symptdmes de flétrissement sur des
Laitues. Le feuillage ne porte aucune trace du Champignon ; par contre, les
tissus vasculaires des racines malades sont envahis par le mycélium, les
cospores, les sporocystes d'un agent pathogéne isolé et ideﬁtifié au genre

Pythium.

Des contaminations expérimentales réalisées d'une part en
disposant un fragment d'inoculum 4 la base des feuilles centrales sans pro-
voquer de blessure , d'autre part aprés dépdt de l'inoculum sur la blessure
causée par l'ablation des feuilles les plus externes, produisent les symp-
tdmes de la maladie et la désorganisation des tissus de la racine principa-
le. BIRAGHI ne précise ni 1'dge des Laitues au moment de la contamination,
ni les conditions de température et d'humidité dans lesquelles ces contami-

nations furent réalisées.

Les caractéres morphologiques des sporocystes et des
oospores, leurs dimensions, leurs modes de germination conduisent 1'auteur
3 différencier cette espéce de de baryanum, ultimim et polymorphum mais

n'aboutissent & aucune appellation spécifique.

2 - Travaux de MATTA (1965-1966)

L'agent pathogéne responsable du flétrissement de la Lai-
tue, isolé 3 partir de racines, est décrit et identifié & Pythiwm trachei-

philum par MATTA (1965).



En vue de tester la spécificité de ce parasite vis-d-vis
de la Laitue, MATTA (1966) réalise des contaminations sur de nombreux vé-

gétaux notamment des espéces de la famille des Composées

Cet auteur utilise les deux méthodes de contamination
suivantes
~ trempage des racines dans une suspension de sporocystés,de zygotes et de

fragments mycéliens réeoltés & partir de cultures du parasite réalisées sur
un milieu gélosé d base de farine d'avoine ;

- arrosage du sol, au niveau du collet de la plantule, avec une suspension
de ce méme inoculum.

Les travaux de MATTA démontrent que Pythium tracherphilum
est plus virulent que P. de baryanum, que P. salpingophorum et P. ultimum

vis-3-vis de nombreuses plantes de la famille des Composées.

3 - Travaux de GARIBALDI (1969)

Reprenant la méthode d'inoculation de MATTA, cet auteur

établit une échelle de susceptibilité de différentes variétés de Laitues
cultivées en Italie, vis-d-vis du Pythium tracheiphilum par des contamina-
tions expérimentales ; les Laitues ainsi inoculées sont repiquées en plein
champ. Dans le classement ainsi &tabli, nous remarquons que "Aurélia" figure
aux cOtés des Laitues de type "Batavia', parmi les variétés les plus ré-

sistantesau P. tracheiphilum.

4 - Travaux de MENTION (1969-1970) *:

les travaux de ce chercheur concernent des essais d'inocu-

lations expérimentales sur différentes variét@s de Laitues dans des condi-
tions variables d'incubation. L'inoculum utilisé par MENTION est constitué
d'une suspension de sporocystes et de fragments mycéliens, obtenu & partir
de culture sur milieu liquide renfermant 20g par litre d'extrait de malt,

ces cultures étant maintenues en agitation durant la période d'incubation.

Les plantules &gées de 3 & L semaines sont contaminées par
trempage des racines dans 1l'inoculum ; les Laitues sont ensuite repiquées

dans un sol traité par la vapeur. MENTION fait alors varier les conditions

% Station de Rechenche de La Flone Pathogéne du Sof. I.N.R.A., Dijon.



de température et d'humidité pendant la période correspondant & 1'incuba-
tion de la maladie : malgré les conditions précises des inoculations expé-

rimentales MENTION ne parvient pas i reproduire la maladie.

CONCLUSION

Les travaux cités ont mis en évidence 1'agent pathogéne
dans les tissus de racines et permis de reproduire la maladie dans diver-
ses conditions expérimentales. Cependant, il reste & dé&finir les conditions
précises de l'inoculation, en particulier le mode d'infection, 1'dge des
Laitues inoculées, ainsi que les conditions de température et d'humidité

favorisant l'incubation de la maladie.



CHAPTITRE I1I

I. CLASSIFICATION DU GENRE PYTHIUM

Le Pythium tracheiphilum fait partie de 1'ordre des Péro-
nosporales dont la systématique repose sur les caractéres morphologiques des
organes de multiplication, de reproduction et sur l'adaptation & la vie
terrestre. Les espéces appartenant i cet ordre possédent des zolides bifla-
gellés, des ococystes pourvus d'une oosphére-unique qui fécondée donne un

oeuf ou zygote entouré d'une paroi trés épaisse.

La famille des Pythiacées i laquelle appartient le genre
Pythium regroupe des champignons saprophytes et plus rarement parasites de

jeunes plantules.

Le genre Pythium se caractérise par son mycélium blanc,
soyeux, ses sporocystes dont le contenu ne s'individualise que rarement en
zoospores et qui germent par des tubes de germination ; ces sporocystes se

forment au sommet d'un sporocystophore mal différencié.

Quant & la reproduction sexuée, elle est hétérogame ; lese
oocystes et les spermatocystes peuvent se différencier sur le méme hyphe
mycélien. Lors de la fécondation ou oogamie siphonogame, le spermatocys-—
te émet un tube qui perce la paroi de l'oocyste et conduit jusqu'd 1l'oos-
phére 1le contenu nucléaire de ce spermatocyste. L'oospore, résultat de
cette fécondation, peut dans certains cas, produire immédiatement un tube
de germination ou, dans le cas d'autres espéces, rester a4 1l'état de vie

ralentie durant plusieurs mois, voire plusieurs années.



IT. CARACTERES SPECIFIQUES DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM MATTA

Les caractéres spécifiques du Pythium tracheiphilum sont

les suivants

1) Mycélium :
Les hyphes mycéliens sont continus, hyalins et mesurent

de 1,5 & 8 unde diamétre (moyenne : L,5um).

2) Multiplication asexuée

Les organes de la multiplication asexuée sont constitués par

les sporocystes terminaux ou intercalaires, globuleux i subglobuleux, dont

le diamétre varie de 14 3 36 um(moyenne : 25 um). En culture in vitro ils
germent par des tubes de germination. Selon MATTA (1965), dans les tissus

de racines de Laitues, ces sporocystes se comportent comme des conidies ;

ces sporocystes conidiaux contiennent 6 3 30 planoconidies réniformes, la-
téralement biciliées, globuleuses, mesurant de 8 & 10 uymde diamétre. Pour
notre part, nous n'avons observé que des sporocystes germant par des tubes

de germination ; nous n'avons jamals obtenu, ni en culture <m vitro, ni

dans les tissus malades, de sporocystes conidiaux & planoconidies.

Les cultures en voie de sénescence présentent des chla-
~

mydospores terminales et intercalaires, globuleuses & subglobuleuses dont

le diamétre est compris entre 20 et 35 um.

3) Reproduction sexuée

Les structures assurant la reproduction sexuée sont les

suivantes
- les spermstocystes ou gamétocystes méles,portés par le méme filament que
les oocystes , sont donc des spermatocystes monoclines;au nombre de 1 ou

2 par oocyste ils contiennent des noyaux gamétiques non différenciés en
gamétes ;

- les oocystes ou gamétocystes femelles, terminaux, sphériques,.entourés
d'une paroi lisse, mince, de N d'épaisseur, de diamétre compris entre
13 et 18 ym(diamdtre moyen : 16um) ;

- l'oosphére, cellule femelle unique occupant la totalité de l'oocys-—

te, est donc une oosphére plérotique. Aprés la fusion des noyaux,

1'oosphére deviendra le zygote ; ce zygote s'entoure d'une paroi formée de

2 enveloppes : une enveloppe externe de nature callosique, 1'exospore et une
enveloppe interne de nature cellulosique, l'endospore. Le contenu du zygote
est constitué de protoplasme granuleux renfermant un globule de réserve et
un corps réfringent.
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ITI. CYCLE SCHEMATIQUE D'UN PYTHIUM : PYTHIUM DE BARYANUM HESSE

Nous décrivons trés briévement le cycle du Pythium de ba-
ryanum Hesse dont 1'étude a fait l'objet de nombreux travaux ; ce cycle nous

servira de base & l'étude du Pythiwn tracheiphilum Matta (figure 1).

Les Pythiacées sont des Champignons dont le développement
est favorisé dans l'eau ou dans les terres humides. Le genre Pythium pro-
voque souvent des fontes de semis dans les pépiniéres ol la densité des

plantules est importante.

Pythium de baryanum Hesse attague les semis de nombreuses

plantes.

Les premiers symptdmes de cette fonte de semis sont 1l'in-
clinaison des plantes et leur flétrissement. L'attaque qui débute au collet
produit une désagrégation des tissus dont le résultat est l'amincissement

de la tige ; la plantule se brise alors au ras du sol.

Dans les tissus de la plante, on note la présence 4 'hyphes
mycéliens, trés ramifiés, circulant entré les cellules et 3 1'intérieur de
celles~ci ; 3 1'état jeune, le mycélium présente un contenu homogéne; &gé,

il devient granuleux.

La multiplication asexuée est assurée par des sporocystes
formés au sommet de sporocystophores dans les tissus de la plante mourante.
Dans des conditions de forte humidité, ces sporocystes émettent un tube
de germination qui peut envahir directement les tissus ou qui se renfle en
une ampoule dans laquelle le protoplasme s'accumule : il s'agit de la for-
mation d'un sporocyste secondaire (phénoméne de polyplanétisme). Le contenu
de ce sporocyste s'individualise en zoospores, qui perdent leurs flagelles,
se fixent et s'entourent d'une paroi (zoospore enkystée), et germent par des

filaments qui envahissent les tissus des plantules.

La reproduction sexuée résulte de la fécondation de 1l'oocys-
te par les noyaux du spermatocyste ; les zygotes ou oospores s'entourent d'une
paroi épaisse : d'une part ces zygotes peuvent germer immédiatement par la
production de zoospores qui,aprés perte de leurs flagelles et enkystement,

émettent des tubes de germination capables d'envahir les tissus ; d'autre
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part, ces zygotes peuvent entrer en dormance, et apparaissent comme des
structures de conservation, capables de survie durant de longues périodes

dans les tissus de 1'hote.

Conclusion et discussion

L'infection des tissus de plantules est donc réalisée
aprés la pénétration du filament issu de la germination soit du sporocyste
primaire, soit de la zoospore enkystée, résultant elle-méme de la division
du protoplasme du sporocyste secondaire, ou du zygote aprés méiose ; ces
sporocystes ne conservent que peu de temps leur pouvoir pathogéne, les
plantules ne seront donc infectées que durant les quelques jours suivant la

formation de ces sporocystes, et si le temps est humide.

Par contre, les zygotes libérés lors de la putréfaction
des plantes, assurent la persistance du parasite dans le sol car ils restent

de longues périodes a 1l'état de vie ralentie.

IV. ORIGINE DE LA SOUCHE

1) Isolement :
La souche du Pythium tracheiphilum Matta, que nous avons
utilisée, provient de tissus de racines malades recueillies dans des champs

3 Montesson.

En vue de l'isolement de la souche, les opérations sui-
vantes ont été réalisées
- lavage trés soigneux & l'eau du robinet, puis & l'eau distillée des raci-
nes préalablement débarrassées de leurs radicelles ;
- trempage pendant 5 minutes dans 1l'alcool &thylique 96° ;

- désinfection par passage pendant 15 minutes dans une solution contenant
35 g par litre d'hypochlorite de calcium ;

- ringage par passage dans L bains successifs d'eau distillée stérile pendant
des durées respectives de 5, 10, 15 et 20 minutes.

L'isolement proprement dit s'effectue en réalisant des
coupes transversales de quelques millimétres d'dpaisseur, qui sont déposées

aseptiquement sur un milieu nutritif gélosé réparti soit en tubes25 x 200 mm,
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soit en boites de Pétri de 86 mm de diamétre. Le milieu nutritif utilisé
est celui préconisé par MESSIAN et LAFFONT (1966), milieu favorisant la
croissance sélective des genres Pythium, Phytophthora, Peronospora ; la

composition est la suivante

. saccharose............. 5¢g
. Ca(NO3)2""‘°"°' ..... 18
. MgSO),THLO v v ennnnnnnn, 0,25 g
. KNO3 ...... seereesnen «ee 0,25 g
 KHPOL . iviiiiiiinnnl 0,25 g
. extrait de levure..... . 1 g

acide citrique....... 0,05 g

Nous avons &galement eu recours a des milieux moins sélec-
tifs en particulier : milieu 3 l'eau de pomme de terre gélosée auquel nous
incorporons des antibiotiques tels que 1l'aurfomycine, la streptomycine,
la néomycine, mais dans tous les cas, nous n'obtenions pas de résultats
positifs. Selon les travaux de ECKERT et TSAO (1962), l'utilisation d'anti-
biotiques pour &tre efficace dans les isolements de souches, doit répondre
aux impératifs suivants : solubilité dans le milieu, stabilité dans le
milieu, spectre hautement spé&cifique, non toxicité vis-i-vis de l'organisme

gtudié.

L'échec de nos essals peut résider dans le fait que pour
les antibiotiques étudiés, nous n'avions pu vérifier les conditions ci-dessus

citées.

Les fragments de tissus ainsi préparés sont placés dans
une enceinte régulée 3 20°C et soumis & un &clairement de 2 000 lux, 12 h.
par jour. Trois & quatre jours aprés l'isolement, des hyphes mycé&liens
blancs, soyeux, sortent des vaisseaux des racines. Des cultures pures ont
été réalisfes sur le milieu minéral utilisé par MESSIAN et LAFFONT, dans
des boites de P8tri par prélévement des marges d'une colonie propre. Des
cultures pures monospores ont été obtenues par prélévement sur des frag-
ments mycéliens #dgés de 6 jours par la méthode de dilution (100 sporocystes
par millilitre). Des cercles de 5 mm de diamdtre sont marqués sur le fond
d'une boite de Pétri renfermant de l'eau gélosée (20 g de gélose par litre
d'eau). A l'aide d'une pipette Pasteur, une gouttelette de la suspension

de sporocystes est disposée au centre de chaque cercle.
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Les boltes sont placées 3 20°C (+ 0,5°C), sous un éclaire-
ment de 2 000 lux, 12 h. par jour. Aprés 36 & 48 h., les boftes sont obser-
vées sous le microscope, et les cercles ne présentant qu'un sporocyste sont

découpés et placés sur milieu de HUGUENIN (1970), dans des tubes inclinés.

Notre souche a &té& comparée & la souche Pythium tracheiphi-=
lum Matta, inventoriée sous le numéro 32 265 par le "Centraal Bureau Voor

Schimmelcultures”" de Baarn (Hollande).

L'identité entre notre souche et celle de MATTA est con-
firmée 2 cette petite différence prds : avec notre isolat, nous n'avons

jamais obtenu de sporocystes & planoconidies.

2) Entretien :

Afin de préserver les potentialités de la souche, nous
la réisolons périodiquement & partir de racines de Laitues malades. Cette
souche est réensemencée chaque mois sur le milieu chimiquement défini
par HUGUENIN (1970).

3) Ensemencements

L'inoculum consiste en un fragment mycélien de quelques

millimétres de cOté, prélevé i l'aide d'un fil de nickel-chrome sur des

cultures gélosées dgées de 8 jours.

CONCLUSION

Notre &tude concerne l'agent du flétrissement de la Laitue
identifié par MATTA sous le nom de Pythium tracheiphilum MATTA. Nos isolats
sont identiques a la souche déposée 3 Baarn ; l'étude épidémiologique ex-

posée dans ce travail peut donc &tre rapportde & ce Phycomycéte.
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DEUXIEME PARTIE

CHAPTITRE I

INFLUENCE DES CONDITIONS NUTRITIVES, DE LA
TEMPERATURE ET DE LA LUMIERE SUR LE CYCLE
DE QUELQUES PHYCOMYCETES. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

L'accomplissement du cycle des Champignons dépend de 3
types de facteurs : les facteurs génétiques, les facteurs internes liés
au métabolisme et les facteurs externes. Le milieu nutritif constitue un de

ces facteurs externes au méme titre que la température et la lumidre.

I. INFLUENCE DU MILIEU NUTRITIF

De nombreux travaux ont &té consacrés 3 1l'influence des
différents &léments minéraux, carbonés, azotés, vitaminiques nécessaires 3
la croissance et 4 la multiplication du Champignon et ont souligné la né-

cessité de fournir des stérols pour obtenir la reproduction.

1 - Eléments minéraux :

L'examen des différents substrats utilis@s en culture
in vitro révéle la présence indispensable du phosphore, du magnésium, du
soufre et du potassium. On note la présence presque constante du fer, du
zine, du mangandése, du cuivre, parfois celle du molybdéne, du bore et du
calcium. L'effet de ces différents éléments mindraux a été étudié dans
de nombreux travaux relatifs & la croissance et & la reproduction asexuée

et sexuée des Champignons.
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BARKSDALE (1962) remarque la spécificité d'action du cal-
cium, du potassium, du magnésium sur la production des oogones du Phycomy-
cete Achlya ambisexualis. Selon YANG et MITCHELL (1965), les ions magné-
sium et potassium induisent la formation des sporocystes, tandis que les
ions calcium favorisent & la fois la formation des sporocystes et celle
des oocystes de Pythium sp. LENNEY et coll. (1966) notent 1'importance
des différents microéléments fer, zinc, cuivre, molybdéne, calcium, sur
la croissance et la différenciation sexue de Pythium graminicola. Les
travaux de STANGHELLINI (1972), de STANGHELLINI et RUSSELL (1973) souli-
gnent l'action du calcium sur la résorption de 1l'endospore, qui constitue
la phase initiale de la germination des zygotes. SCHMITTHENNER (1972)
démontre le rdle de la lumidre et du calcium dans la germination des zy-

gotes de Pythium sp.

2) Nature et concentration de la source de carbone :

De nombreuses recherches ont démontré que la source car-
bonée peut influencer la croissance et la reproduction des espéces fongi-

ques.

a) Les pentoses sont diversement assimilés par les Pythium. En effet, le
xylose ne permet ni la croissance, ni la reproduction de Pythium mamilla-
tum (BARTON, 1960), ni celle de Pythium ultimum (AGNIHOTRI et VAARTAJA,
1967). Selon AGNIHOTRI et VAARTAJA (1967), l'arabinose favorise le dé-
veloppement de Pythiwm ultimum, tandis que le ribose et le rhamnose (6-
desoxyhexose, dans lequel un hydrogéne du carbone 5 est remplacé par un
radical méthyl, il s'agit donc d'un sucre en Cyg mais dont le 6&me carbone

ne porte pas de fonction alcoolique) sont inefficaces.

b) £'action des hexoses (glucose-fructose-mannose-galactose) favorise la
croissance et la reproduction sexufe. Le glucose, le fructose stimulent

la germination dans le sol des sporocystes de Pythium ultimum (AGNIHOTRI

et VAARTAJA, 1967). BARTON (1960) montre l'action du glucose, du mannose
sur la croissance de Pythium mamillatum dans le sol. CHILD et coll. (1969)
prouvent que Pythium sp. crolt et se reproduit normalement sur des subs-—
trats contenant comme source de carbone le glucose, le fructose et ne fruc-

tifie pas sur galactose.
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c) Le nole des diholosides est variable selon les espéces. Plus de 90 %

des sporocystes du Pythium ultimum germent sur un substrat contenant le
maltose ou le raffinose comme sources de carbone ; tandis que sur mélibiose
seuls 13 % des sporocystes germent. AGNIHOTRI et VAARTAJA (1967), CHIID

et coll. (1969) soulignent l'effet inducteur du maltose et du cellobiose
sur la croissance et la reproduction du Pythium sp. ; par contre, ces

mémes auteurs notent que le lactose est une source de carbone inefficace.
Quant au tréhalose, au mélibiose et au raffinose, bien qu'induisant une
1légére croissance végétative, ils ne peuvent satisfaire les exigences de

la reproduction sexuée du Pythium sp. (CHILD et coll., 1969).

d) £'action des polyosides est en général bénéfique. KOFFI DONGO (1970)
démontre que Phytophthora palmivora se développe aussi harmonieusement sur
un substrat avec de l'amidon ou de la cellulose comme sources de carbone

que sur ce méme substrat contenant du glucose.

Mais par ailleurs, il est démontré que les exigences en carbone des Cham-
pignons sont satisfaites par des lipides, des sucres alcool, des acides

organiques ou des protéines (HENDRIX et APPLE, 196L).

Ces différents travaux montrent que les besoins en carbone lors de la crois-
sance et de la reproduction des organismes fongiques sont variables en
fonction des espéces. D'une manidre générale, le glucose et le fructose

sont favorables i de nombreuses espéces fongiques.

L'analyse bibliographique nous a fourni trés peu de données sur le rdle
de la concentration en carbone lors de la croissance mycélienne et la

reproduction des Pythiacées.

De fagon générale les concentrations en carbone favorisant la croissance
mycélienne et la multiplication asexuée sont nettement supérieures 3

celles requises pour la reproduction sexufe ; l'ordre de variation peut
étre de 1 34 10, les doses optimales varient selon la nature des composés
carbonés (HAWKER, 1966). Mais en. &tudiant WNectria sp., HANLIN (1961)

expose des résultats tout & fait différents en montrant qu'une méme concen-—
tration en glucose de 2 % est favorable i la fois & la croissance végéta-

tive, & la multiplication et & la reproduction.

Ceci montre l'extréme variabilité d'action de la nature et de la concentra-
tion des sources de carbone nécessaires au bon déroulement du cycle des

Champignons.
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3) Nature et concentration de la source d'azote

Les organismes fongiques métabolisent plus ou moins spé-
cifiquement les 3 types de source azotée suivants : nitrique, ammoniacal,

organique.

L'azote nitrique, fourni sous forme de nitrate de potas-—
sium, semble satisfaisant pour la croissance et la reproduction des genres
Pythium et Phytophthora. Cependant, l'aptitude des Pythium i dégrader les
nitrites varie selon les especes. Les différences observées seraient un
indice d'adaptation 3 des conditions &cologiques particuliéres, ainsi des
espéces capables d'utiliser un nitrite sont du point de vue morphologique,
les moins &voluées ; ces espeéces vivent dans le sol et parasitent les

organes souterrains (RAVISE, 1968).

L'azote inorganique sous forme ammoniacale est utilisé
de fagon moins satisfaisante que les nitrates. Ceci pourrait s'expliquer
selon LILLY et coll. (1951) par le fait que l'utilisation de 1l'ion ammo-—
nium rend les milieux de culture plus acides, ce qui provoque parfois une

inhibition de la reproduction sexuée.

les acides aminés constituent la source essentielle d'azote
organique. De nombreux auteurs ont &tudié le rdle d'un acide aminé ou
d'un groupe d'acides aminés sur la croissance et la reproduction des orga-
nismes fongiques. LEAL et coll. (1967), CHILD et coll. (1969) montrent
1'inefficacité de la DL-leucine, de la cystéine, de la méthionine sur 1la
croissance du Pythium sp. GOMEZ-MIRANDA et LEAL (1965) affirment que la
formation des sporocystesCheZleSEﬁytOéﬁthora hevegeet P. cactorum dépend
de la composition du milieu en acides aminés. LEAL et coll. (1968) démontrent
que le L-tryptophane est peu efficace sur la croissance de 5 espéces
du genre Phytophthora , celles-ci produisant toutes de l'acide indol-acé-

tique, 3 partir de cette source d'azote.

Les travaux de CALDERONE (1968) montrent que les formes
L- des acides aminés apparaissent €tre de meilleures sources d'azote que

les formes D- ,

La L- asparagine est une source d'azote efficace pour
divers Pythium et Phythophthora (CAMERON et MILBRATH, 1965). De méme
ERWIN et KATZNELSON (1961) classent la 1- asparagine, la [- histidine, la
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L~ alanine et le glycocolle parmi les sources d'azotes efficaces, la tyro-
sine, la phénylalanine sont de pauvres sources d'azote. Selon LEAL,
GALLEGLY et LILLY (1971), il existe deux types de réactions dues au Cham-
pignon en présence des acides aminés

- le Champignon transforme l'acide aminé en un acide organique qui n'est
pas métabolisé, l'acide aminé constitue une mauvaise source d'azote ;

- l'organisme fongique utilise le squelette carboné de l'acide aminé qui
est alors une source efficace d'azote.

AGNTHOTRI et VAARTAJA (1967) montrent que l'acide gluta-
mique, l'asparagine, l'extrait de levure sont favorables a la germination
des sporocystes du Pythium sp. Le rdle prépondérant des acides asparti-
que, glutamique et de l'asparagine réside dans le fait qu'ils se situent

a des carrefours métaboliques.

D'une manifére générale, il n'existe pas de source azotée
propre i la reproduction sexufe. La teneur en azote requise dans le milieu
varie avec le Champignon, et avec la concentration en carbone ; LEAL et coll.
(1967) démontrent que les Phytophthora heveae et cactorum produisent de
ltammoniaque & partir de la L- asparagine lorsque la concentration de

celle~ci dépasse celle requise par la quantité de glucose présent.

4) Rapport carbone-azote = C/N :

Le rapport C/N optimal varie selon les espéces fongiques.
Des rapports C/N compris entre 20 et 30 stimulent la croissance et la repro-
duction sexuée d'Achlya ambisexualis (BARKSDALE, 1962), du Phytophthora
palmivora (HUGUENIN et BOCCAS, 1971), du Pythium sp. (CHILD et coll., 1969).

LEAL et coll. (1967) montrent 1l'influence du rapport C/N
sur la formation des zygotes matures chez plusieurs esp€ces du genre
Phytophthora. Selon ces auteurs, des rapports C/N élevés,compris entre

20 et 35, sont favorables 4 la production des oospores.

5) Substances de croissance : vitamines

Des travaux sur les Ascomycétes ont montré le rdle pré-
pondérant de la thiamine dans la fructification parfaite de Gnomonia fruc-
ticola (SNYDER, 1966). RAVISE (1968) démontre que 1l'aptitude & synthétiser

la thiamine n'est pas un caractére distinctif entre les genres Pythium
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et Phytophthora. Chez le genre Pythium, certaines espéces sont autotrophes,
d'sutres sont hétérotrophes vis-d-vis de la thiamine. De méme, on retrouve
cette distinction chez les Phytophthora dont les espéces hétérotrophes
vis-a-vis de la thiamine pré&sentent les caract@res suivants : croissance
faible, absence de formes de résistance, de reproduction sexuée et asexuée,
dégénérescence du cytoplasme dans les hyphes mycéliens 8gés. L'apport de
trés faibles concentrations en thiamine induit une croissance plus impor-
tante et le déroulement complet du cycle du Champignon. Des travaux de
MOOT et coll. (1958) attestent le rdle inducteur d'un mélange de 9 vita-
mines parmi lesquelles la thiamine, la riboflavine et le chlorhydrate de
pyridoxine, sur la production et la germination des zygotes de Phytophthora

infestans.

6) Les stérols :
De nombreux travaux ont été consacrés au rdle des stérols
sur la croissance, la reproduction et le pouvoir pathogéne des Champignons,

plus particuliérement des Phycomycétes.

a) nole dans La reproduction sexuée : HASKINS (1963) obtient la reproduc-
tion sexuée de Pythium acanthicum Drechs. si ce dernier est cultivé sur
P.D.A., en présence de Fusarium sp. qui le parasite ; séparé de ce Fusa-
rium, Pythium acanthicum ne se reproduit plus sexuellement. Par contre, si
on ajoute au milieu de base P.D.A., les extraits lipidiques de Fusarium,
la reproduction sexuelle est rétablie. Continuant ces travaux HASKINS,
TULLOCH et MICETICH (1964) utilisent diverses huiles végétales comme subs-—
tances stimulatrices et constatent que certaines fractions de 1'insaponi-
fiable jouent le rdle d'inducteur de la reproduction sexufe. Ces auteurs
testent 40 stérols et stéroides pour leur activité et remarquent la grande
efficacité de l'ergostérol et du B-sitostérol,HENDRIX (196L4) montre égale-
ment le rdle joué par 1l'apport exogene de stérols sur la reproduction sexuée
du Pythium periplocum et Phytophthora sp. LEAL (196L) n'obtient la re-
production sexuelle de certaines espéces de Pythtum et de Phytophthora que
s'il ajoute dans le milieu de culture synthétique, des stérols extraits

de farine d'avoine ou de petits Pois. ELLIOIT et coll. (1964) &tudient

la reproduction sexuelle de Phytophthora cactorum : cultivé sur un milieu
d la farine d'avoine, gélosée, ce Champignon fructifie normalement, par
contre la reproduction sexuée n'a pas lieu si le Champignon est cultivé
sur un milieu synthétique contenant le glucose ou le saccharose, 1l'aspara-

gine, des sels minéraux, la thiamine ; sur ce méme milieu, la croissance
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végétative est ralentie. Cependant, si & ce milieu, ces auteurs ajoutent
des extraits &thérés d'avoine 3 raison de 500 mg par litre, la croissance
est augmentée et la reproduction sexuelle est 3 nouveau induite ; par
contre l'addition d'extraits aqueux ne fait que stimuler la croissance.
HUGUENIN et coll.(1971) n'obtiennent la reproduction sexuée de Phytophthora
palmivora que s'ils ajoutent 20 mg de B-sitostérol par litre de milieu. Les
analyses chimiques effectues sur ces différents extraits &thérés montrent
que la fraction contenant les stérols, en particulier leg-sitostérol, le
cholestérol, le AT-stigmastérol, le brassicastérol, le campestérol et
l'ergostérol est la fraction active. ELLIOTT et coll. testent les stérols
purs et avec l'addition de cholestérol, d'ac&tate de cholestérol, d'ergo-
stérol, d'acétate de stigmastérol activent fortement la croissance et la

reproduction sexue du Phytophthora cactorum.

Ces travaux sur l'apport exogéne de stérol et leur rdle sur la reproduction
sexuée des Phycomycétes s'éclairent d'un jour nouveau depuis la découverte,
l'analyse et 1'étude métabolique du rdle de l'anthéridiol et de 1l'oogoniol
chez Achlya ambisexualis (BARKSDALE, 1969). Ces deux substances dérivées

de stérols,biosynthétisées par le Phycomycéte, jouent le rdle d'hormones
sexuelles ; 1l'anthéridiol produit par le thalle femelle induit sur le thal-
le m8le la formation de 1l'ébauche du spermatocyste. L'oogoniol produit par ce
thalle mdle porteur de spermatocyste participe alors & la différenciation

de l'oocyste.

Pour des Champignons, tels que Pythium et Phytophthora incapables de bio-
synthétiser les stérols, l'apport exogdne est obligatoire et leur métabo-

lisme conduit & la formation de composés actifs sur la reproduction sexuée.

HENDRIX (1970) rapporte que des cultures du Pythium periplocum sont capa-
bles de métaboliser le cholestérol, le B-sitostérol en deux métabolites

un ester et un composé plus polaire que le cholestérol, ressemblant &
l'anthéridiol. OCANA (196T) constate qu'aprés 3 semaines de développement,
il n'est plus possible de détecter la présence d'ergostérol dans le mycé-
lium et les sporocystes de Phytophthora sp., ni dans le milieu de culture
auquel il avait ét& ajouté. Les extraits insaponifiables du mycélium sont
capables d'induire la formation des zygotes sur un milieu sans ergostérol.
Cet auteur &met 1'hypothése selon laguelle les stérols pourraient &tre
transformés en hormone dont le rdle sur la différenciation sexuelle semble

se préciser.
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b) hypotheses surn Le niole des sterols dans Le métabolisme des champignons
Si de nombreux travaux ont montré l'action des stérols sur la reproduction
sexuée des Pythium, les modalités d'action de ces stérols restent ignorées,
des hypothéses ont &té formulées par différents auteurs. SCHLOSSER et
GOTTLIEB (1968) montrent que le cholesté&rol augmente la croissance des
espéces &tudiées, et remarquent que Pythium sp. incorpore et métabolise
plus rapidement le glucose en gaz carbonigue, sur les milieux contenant

un stérol. Des travaux ont démontré la probabilité de formation d'un
complexe entre les stérols et les phospholipides ; c'est ainsi que GOTTLIEB
(1950) indique que les antibiotiques polyénes, qui sont des inhibiteurs de
la croissance et de la reproduction des champignons agissent par interfé-
rence avec les stérols cellulaires ; ils auraient pour effet la rupture

de la perméabilité cellulaire, effet qui serait contrecarré par les
stérols exogénes. SIETSMA et HASKINS (1968) étudient le rdle des stérols
sur le métabolisme des cellules de Pythium sp. PRL 2142 ; pour eux le
Champignon est capable d'incorporer le cholesté&rol dont le rdle serait de
modifier la perméabilité cellulaire, ce changement de perméabilité serait
probablement le facteur agissant sur la capacité du Champignon de survivre
d des températures hautes (HASKINS, 1965). De plus, le cholestérol se re-—
trouve en faible gquantité dans les mitochondries et le réticulum endo-
plasmique de certains organismes, agissant ainsi sur la respiration cellu-
laire. En changeant la composition du réticulum endoplasmique, le cholestérol
agirait sur la synthése des protéines, en particulier des enzymes telles
que la cellulase et la laminaranase ; cet effet se traduirait sur la crois-

sance et la morphologie du Champignon.

En effet, la paroi des cellules de Pythium sp. est constituée en partie
de laminarane ( B-1-3 glucose), de cellulose ( B-+k4 glucose) qui main-

tiennent la structure de la paroi.

les mécanismes par lesquels les stérols agissent sur le métabolisme et
induisent ou stimulent la reproduction sexuée des Champignons, demeurent 3
ce jour inconnus.Par analogie avec le monde animal, certains chercheurs ont
envisagé un role hormonal des stérols ou une action stimulatrice des com-
posés issus de leurs transformations par les radiations ultra-violettes.

De nombreux auteurs attribuent actuellement l'effet des st&rols dans la
reproduction sexuée 3 leur participation, dans les activités métaboliques,
4 des réactions oxydatrices productrices d'énergie ou 4 leur action sur

la perméabilité cellulaire.
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c) action des s18rnols sur Le pouvodir pathogéne : Peu de travaux ont &té

consacrés au role des stérols sur le pouvoir pathogéne des Pythium.

DEFAGO et coll. (1975) étudient le rdle des stérols et des saponines sur
le pouvoir pathogéne du Pythium paroecandrum. Les saponines sont synthé-
tisées par de nombreuses plantes ; elles interviendraient dans les phéno-
ménes de résistance aux parasites in vitro, en se fixant sur les molécules
de cholestérol incorporées 3 la membrane cytoplasmique des Champignons.
D'une part, la formation du complexe saponine-cholestérol détruirait la
semi-perméabilité de la membrane du Phycomyceéte, et d'autre part diminue-
rait son pouvoir de sporuler asexuellement et sexuellement. Ce phénomeéne
est rencontré chez la Tomate et la Betterave dont les racines contiennent
des saponines. Par contre, chez le Pois et le Soja dont les racines exemptes
de saponines susceptibles de réagir avec le cholestérol, la maladie s'a-

vére plus grave du fait que Pythium se reproduit sexuellement.

MELLANO et coll. (1970) démontrent les relations existant entre l'activité,
de l'enzyme pectique du filtrat de culture du P. ultimum et les stérols
présents dans les racines de Muflier, sur le pouvoir pathogéne de ce

Phycomycéte du Muflier.

L'enzyme pectique présente dans les filtrats de culture provoque la des-
truction des tissus de la racine ; la présence de B-sitostérol dans le
milieu induit la formation de zygotes d'une part, et diminue l'activité
pectique de 1'enzyme d'autre part. Des tissus de Muflier tolérants 3
Pythium ultimum contiennent des taux importants de stérols, permettant

le passage du champignon de 1'état végétatif & l'activité sexuelle, mais
provoquant une baisse de l'activité pectique du filtrat, donc une diminu-
tion de la virulence. Chez les tissus sensibles, l'absence de stérols per-

met 3 l'activité pectique de s'exprimer, donc & la virulence de s'exprimer.

IT. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

De facon générale, les températurescomprises entre 10
et 35°C favorisent la croissance mycélienne de trés nombreux organismes
fongiques, et peuvent de ce fait induire leur reproduction. Cependant, les
exigences thermiques des différents Champignons varient en fonction des

genres et des espéces.
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HUGUENIN et BOCCAS (1971) soulignent que la réalisation
de la phase sexuée de Phytophthora palmivora requiert des températures
plus basses que celles exigées par la croissance végétative (20 3 26°C
au lieu de 28 & 30°C). Ces résultats sont confirmés par ceux de KOFFI-
DONGO (1971) pour d'autres isolats de la méme espéce ; en effet, cet
auteur observe une croissance optimale 3 des températures comprises entre
26 et 31°C, tandis que le nombre maximum de zygotes se forme entre 20
et 26°C. AYERS et LUMSDEN (1975) définissent les températures optimales
de formation des zygotes qui sont pour Pythium ultimum de 10 & 20°C, et
de 15 & 25°C pour Pythium myriotylum et aphanidermatum,

Les températures optimales de croissance et de produc-
tion et germination des ocospores sont des caractéres particuliers & chaque

espéce.

ITI. INFLUENCE DE LA LUMIERE

=== " L'action de la lumiére sur la production des sporocystes
a 8té &tudife en particulier chez plusieurs espéces du genre Phytoph-
thora. Les résultats de divers travaux concernant ce paramétre ne sont
pas concordants. Selon HARNISH (1965), la formation de sporocystes est
stimulée par la lumiére du jour et par les lampes & fluorescence bleue,
la formation des zygotes est favorisée par l'obscurité et par les radia-
tions rouges. Selon HUGUENIN et BOCCAS (1971) : "l'influence de la lumié-
re se traduit par une régression du taux de reproduction en fonction de
1'intensité ; les radiations de courte longueur d'onde &tant les plus

actives dans cette inhibition”.

La levée de dormance des zygotes du Phytophthora palmivo-
rq Butl. est assurée de fagon intense par les radiations bleu-violet
(HUGUENIN et BOCCAS, 1971). RIBEIRO et coll. (1975) montrent que les ra-
diations de longueurs d'onde 450 et 750 nm stimulent la reproduction de
4 espéces de Phytophthora. La nature des pigments de photoréponse n'est
pas définie ; cependant, certaines flavines, ou des formes voisines de

semi-quinones, absorbent respectivement 3 450 et 700 nm.
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En outre, certains milieux naturels, & l'obscurité con-—
tinue, induisent la reproduction sexuée de Champignons qui, cultivés sur
d'autres substrats, ne fructifient qu'en présence de lumiére (LEAL,

1971) .

Ces résultats nous montrent la complexité du rdle de la

lumiére qui agit simultanément avec la composition du milieu nutritif.

CONCLUSION

I1 ressort de cette revue bibliographique gque la crois-
sance et la reproduction asexuée et sexuée des Phycomycétes se réalisent
de fagbn optimale, dans la mesure ol les conditions nutritives, thermiques

et lumineuses sont simultanément maintenues & leur valeur optimale.
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CHAPITRE II

INFLUENCE DES CONDITIONS NUTRITIVES, THERMIQUES
ET LUMINEUSES SUR LA CROISSANCE ET LA REPRO-
DUCTION Dy PYTHIUM TRACHEIPHILUM MATTA

Avant d'exposer les résultats de nos travaux, nous décri-
rons les principales méthodes de culture et conditions expérimentales que
nous avons utilisées de facon générale. Nous ne préciserons, par la suite,

que les conditions opératoires particuliéres.

I. MATERIEL ET METHODES

1) Milieux de culture
a) milieux naturnels :

- fragments de racines de carottes : des demi-cylindres

de racines de carottes sont découpés 3 1l'emporte-piéce et placés dans des
, P 4 P

tubes de Roux dont 1'ampoule est & demi remplie d'eau distillée.

- farine d'avoine : 20, 40 ou 60 g de farine d'avoine sont

mis en suspension dans un litre d'eau distillée. Aprés une nuit 3 60°C, la
décoction est soit gélosée 3 2 % et coulée dans des tubes de pyrex 25 x
200 mm, 3 raison de 18 ml par tube, soit filtrée sur laine de verre, le fil-

trat réajustéd 4 1 litre, est gélosé puis réparti en tubes.

- eau de pomme de terre : la concentration choisie (20,
40 ou 60 g) de pulpe de pomme de terre finement broyée est mise & bouillir
dans un litre d'eau distillée pendant 10 minutes. Aprés refroidissement,

la pulpe est & nouveau broyée i l'ultra-turax puis filtrée sur verre fr:
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Le volume du filtrat, ramené & sa valeur initiale par addition d'eau dis-
tillée, est gélosé & 2 % et réparti en tubes, ce milieu gé€losé peut &tre
additionné de 1 % de glucose (milieu potato~dextrose-agar, en abrégé P.D.A.).
b) milieux synthéitiques :

Notre but dans ce travail n'était pas la mise au point
d'un milieu chimiquement défini pour 1'étude du cycle du Pythium tracheiphi-
lum, c'est pourquoi nous avons utilisé le milieu synthétique mis au point
par HUGUENIN (1970), milieu favorable & la croissance et 3 la reproduction
du Phytophthora parasitica : ce milieu nous paraissant particuliérement
complet ; les sources de carbone et d'azote, les &€léments minéraux utilisés
nous apparaissent, apr€s l'étude de la bibliographie, favorables & la

croissance et 3 la reproduction du genre Pythium.

Le milieu de base contient les &léments suivants :

- MgSO) ,THy0wvvneevnnanneens 0,5 g/1 = FeB0) ,TH 0w vvvnnernen ceeew.. 0,5 mg/l
- K 80, i et eeraraeaa 0,5 g/1 - ZnS0) ,TH0 .o evvvnn.. R . 0,5 mg/l
- CaCl,,2H 00 venenn. veeeees 0,2 g/1 - CuSO) 5000 ununn. ., e . 0,02mg/1
= KJHPO) . eveiiii i 0,1 g/1 - MnC1,,TH 0........ ceeans ee.. 0,02 mg/l
- KHPO . eevinniiiiinnnn ... 0,8 g/1 - TiS0), »5H 0. e vennnnnn. ceee.. 0,02 mg/l

MoT(NHh)6,hH20.............. 0,02 mg/l

La source de carbone est le glucose, apporté i raison de 10 g
par litre, la source d'azote est le nitrate de potassium, & raison de 1 g
par litre, le chlorhydrate de thiamine est fourni au milieu & raison de

2 mg par litre.

c) stenilisation
Les récipients bouchés au coton hydrophile sont stérili-
sés par un autoclavage en chaleur humide, & 0,5 atmosphére pendant 20 minu-

tes.

2) Conditions physigues

Les expériences réalisées en milieu liquide dans les
fioles de Roux nécessitent une bonne oxygénation du mycélium assurée par
18 baguettes de verre plein de 6 mm de diamdtre garnissant le fond des

fioles. L'ensemencement s'effectue 8 la surface des baguettes.
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a) temperature :
L'incubation des cultures a lieu dans des enceintes clima-

tisées ol la température est réglée & + 0,5°C.

b) éclairement :

Les cultures sont placées sous un éclairement en lumiére
blanche assuré par des tubes fluorescents (Mazda fluor TF 20 W blanc bril~
lant de luxe). Les longueurs d'onde voisines de 350 nm sont fournies par

des tubes fluorescents Mazda fluor TF WN 20.

Lors des expériences réalisées a4 l'obscurité, les réci-
pients de culture sont recouverts de papier noir et placés dans des encein-

tes sans lumiére.

3) Expression des résultats
a) etude de La croissance :

- technigue des poids_secs : les courbes de croissance

traduisent quantitativement le développement mycé€lien en milieu liquide.

Ces courbes de croissance sont établies par mesure du poids de matiére sé-
che recueillie dans les fioles de Roux, en milieu liguide. Ces mesures sont
effectuées sur 3 4 5 fioles tous les 2 jours. Le mycélium est récolté sur pa-
pier filtre sans cendre, sous vide, et lavé abondamment & l'eau distillée.

Ie filtre et le mycélium récolté sont ensuite placés dans une bolte &

tare dont le poids ainsi que celui du filtre, ont fait l'objet d'une déter-

mination préalable aprés passage 4 105°C jusqu'd poids constant.

Au sortir de 1l'étuve, les boites & tare sont places dans un dessiccateur
jusqu'ad complet refroidissement. Le poids sec du mycélium est déduit de la
différence entre les résultats de la pesée préalable et de la pesée aprés

dessiccation.

- mesure du diamétre de la culture :dans le cas de cultu-

re gélosée en boite de Pétri, la mesure de la croissance est effectuée en

notant aprds 3 jours, 4 jours et 6 jours, le diamétre des cultures.

b) multiplication et reproduction sexude :

Les cultures sont examinées chague Jjour sous le microsco-
pe et on note 1l'apparition et 1l'aspect des organes de la reproduction asexuée
et sexuée. Le dénombrement des zygotes et des sporocystes est effectué 3

1'hématimdtre. Les résultats sont rapportés au Ml de milieu.
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II. RESULTATS EXPERIMENTAUX

1) Croissance et reproduction sur les milieux naturels

La croissance et la reproduction sexuée et asexuée ont
été testées sur les différents milieux naturels ci-dessous, et les ré-

sultats sont rapportés dans le tableau 1.

Tableauw 1 : Influence du milieu naturel sur La croildsance
et La reproduction du Pythium tracheiphilum.

Porme de terre Fragmente Malt Farine d'avoine Farine d'avoine filtrée
; de carotte | 20g/litre
50g/1 50g/1 20 g Lo 6
g 0 20 Lo 60
22 g g g g
Croissance ++ ++ ++ -+ + ++ ++ + + =
asexuée + 4+ + + + + + + + -+
Reproduction
sexuée 0 0 0 0 + + =+ 0 0 0

0 : pas de reproduction

+ @ crodssance ou reproduction thes jaibles
++ : onodssance moyenne, reproduction moyenne
+++ : crodssance et neproduction {mpontantes.

Ces cultures ont &té réalisées en tubes 25/200 mm sur
gélose pour les milieux 4 base de malt, de pomme de terre et de farine
d'avoine ou en tubes de Roux pour les fragments de carotte. Nous n'avons
pu évalué de fagon précise la croissance quantitative, aussi avons-nous

eu recours & 1l'échelle de croissance ci-dessus notée.

Conclusion et discussion

La croissance mycélienne du Champignon a lieu sur les dif-
férents milieux naturels utilisés ; elle est cependant plus importante sur
pomme de terre glucosée, sur fragments de carotte et sur les milieux de fari-
ne d'avoine non filtrée, & partir de la concentration de 40g d'avoine par

litre.
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La multiplication asexuée se manifeste sur tous les subs-
trats utilisés, le nombre de sporocystes variant en fonction des milieux :
ceux favorisant la croissance du thalle &tant les plus fournis en sporo-

cystes.

Quant & la reproduction sexuée, elle n'est observée que

sur les milieux 8 base de farine d'avoine non filtrée.

Ces observations et résultats sont en accord avec les
travaux de HASKINS (1963) qui n'obtenait pas la reproduction sexuée du
Pythium acanthicum sur milieu P.D.A. et avec ceux de LEAL (196L),4'ELLIOTT
et coll. (1964), qui démontraient l'effet inducteur des composés stéroli-
ques extraits de la farine d'avoine sur la reproduction sexuée du Pythium

sp.et-du Phytophthora cactorum.

2) Croissance et reproduction sur milieux synthé&tigues

a) ingluence de La nature et de La concentration des s£2rols sur La crois-
sance et La reproduction sexule du Pythiwm tracheiphilum :

- nature de la source de stérol : &tant donné que nous

n'avons obtenu la reproduction sexue du P. tracheiphilum que sur un milieu
contenant des extraits stéroliques (milieu farine d'avoine non filtrée),
nous avons testé l'activité inductrice des stérols suivants :B-sitostérol,
ergostérol, cholestérol, palmitate de cholestérol, T-déhydrocholestérol.
les différents stérols ont &té incorporés de la maniére suivante au milieu
de culture

- dans le cas de milieu gélosé, le stérol est ajouté avant 1l'autoclavage,

sous forme d'une solution éthérée, 3 raison de 2 ml d'éther renfermant
2 mg de stérol par litre de milieu ;

- dans le cas de milieu liquide, le stérol dissous extemporanément dans
N

1'éther, est ajouté & raison de 0,1 ml de solution &thérée, & chaque
fiole, aprés autoclavage, dans le milieu légérement tiéde ; afin .
d'assurer le maximum d'évaporation du solvant &théré, les fioles sont
agitées aprds l'addition du stérol.

Nous avons utilisé dans ces expériences des doses de stérol de 2mg par
litre, HUGUENIN incorporait 20 mg par litre def-sitostérol.

Nous avons également ensemencé des milieux liquides ne contenant pas de

stérol.
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- résultats : les résultats sont les suivants : sur le
milieu contenant le B-sitostérol, le cholestérol, le T-d&hydrocholestérol
aprés 3 jours de culture, les spermatocystes sont formés ; aprés le Séme
jour, on note la formation des oocystes et le début des phénoménes de
conjugaison ; les jours suivants, jusqu'au 8éme jour, on remarque la
formation des organes sexués et 1'évolution vers la formation des oospores
ou zygotes. Des changements interviennent au niveau du contenu des organes
sexués : le contenu de l'oocyste est d'abord finement granuleux, la paroi

est assez fine.

L'accolement du spermatocyste contre la paroi de 1l'oocyste s'accompagne
de l'émission par le spermatocyste d'un tube de conjugaison qui perce

la paroi de l'oocyste.

La fécondation de l'oospore s'accompagne d'un &paississement de la paroi

de 1'oogone et de la dégénérescence du spermatocyste. L'oospore ou zygote
présente une paroi épaisse de nature callo-cellulosique ; son contenu s'in-
dividualise en deux régions : une région centrale granuleuse et un corpus-

cule en forme de croissant, dans un des pdles.

Il est & noter que l'ergostérol ne permet pas la différenciation des organes

”
sexues.

Les résultats sont rapportés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Influence de La source de stérol sur La
crocssance et La reproduction sexude du Pythium tra-

chetphilum.
Jour d'apparition |[nbre de zygotes poids de matidre
nature du stérol | des organes sexués|par ul de milieu| séche en mg au
le 10e jour 10e jour

B-sitostérol 3eme 190 302
cholestérol - 3éme 200 285
T7-déhydro- 3éme 171 291
cholestérol

palmitate de 3Eme 183 301
cholestérol

ergostérol - 0 280
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Ces résultats illustrent le fait que les différentes sources de stérol, a
l'exception de l'ergostérol sont favorables 4 la croissance et 3 la repro-

duction sexuée de P. tracheiphilum.

- concentration en stérol : nous avons testé le

stitostérol aux concentrations suivantes : 0,02, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 5 et

10 mg par litre. Les résultats sont exprimés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Influence de La concentration en B=sitosténol
surn La crolssance et La neproduction sexule du Pythium

trachetphi lum.
concentrations en | jour de formation | nbre de zygotes )
B-sitostérolen des organes sexués| par Hl de milieu Croissance
mg/litre au 10éme jour
0,02 3&me 185 4+
0,1 3€me 189 +++
0,2 3éme 170 4+
0,5 38me 192 +++
1 “ 38me 180 .
5 3éme 198 ++
10 3éme 179 +4++

I1 ressort de ces expériences que les concentrations en stérol de 0,02,
0,1, 0,2 et 0,5 mg par litre sont aussi efficaces dans la production des

zygotes que les concentrations supérieures 3 1 mg.

- conclusions : ces résultats nous montrent que Pythium

tracheiphilum a besoin de stérol pour assurer sa reproduction sexuée. Le
R-sitostérol,le cholestérol, le palmitate de cholestérol, le T-déhydro-
cholestérol sont efficaces pour l'induction de ce phénoméne sexué ; par
contre l'ergostérol se révéle inefficace dans la formation des organes
sexués dqu P. tracheiphilum, tandis qu'il s'avére actif dans 1l'induction
sexuée du P. geanthicum (HASKINS et coll., 196L), et du Phytophthora cac-
torum (ELLIOTT et coll., 1964). Quant & 1'influence de la concentration en
stérol sur la croissance et la reproduction sexuée du P. tracheiphilum,

nos résultats montrent que le nombre de zygotes par ul de milieu au



FIGURE 2

INFLUENCE DE LA NATURE DE LA SOURCE DE CARBONE SUR LA
CROISSANCE DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM
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108me jour de culture est sensiblement identique pour les concentrations
de stérol utilisées. Notons que nous utilisons dans le milieu chimiquement
défini de HUGUENIN, des doses de stérol 100 fois moins importantesque cel-
les utilisées par cet auteur (0,2 mg/l). En présence de 0,2 mg par litre de
B-sitostérol, la croissance du Pythium tracheiphilum est identique & celle

obtenue sur le méme milieu sans stérol.

b) ingluence de La nature et de La concentration de La source en carbone :

- nature de la_source carbonée : dans les expériences

qui suivent, le milieu utilisé est le milieu de HUGUENIN (1970) préalable-

ment décrit ; les besoins en azote sont assurés par le nitrate de potas-

sium, & raison de 138 mg par litre.

Nous avons testé les sources suivantes de carbone : ribose, glucose, fruc-
tose, maltose, raffinose, en milieux liquides, & raison de 4 g de carbone
par litre, et l'inuline en milieu gélosé en bolte de Pétri & raison de

10, 15 et 20 g par litre.

résultats :

.influence de la source de carbone sur la croissance

mycélienne : Les résultats sont exprimés dens la figure 2. Aprds L jours
de culture, on constate que P. tracheiphilum utilise toutes les sources

de carbone, & l'exception de 1l'inuline, pour sa croissance végétative, sa
miltiplication et sa reproduction sexu€e, Cependant, on note des différen-
ces au niveau de la croissance quantitative et de la vitesse de croissance
en effet, le glucose, le fructose et le maltose permettent d'obtenir au
108me jour de culture, des poids de matifre séche variant entre 270 et

300 mg, tandis qu'avec le raffinose, l'optimum de croissance est retardé
au 11éme jour et correspond & 215 mg de matiére séche ; cet optimum est
atteint au Téme jour, avec 106 mg si nous utilisons le ribose comme source

de carbone.

L'inuline apportée au milieu & 10, 15 ou 20g par litre ne permet pas la

croissance mycélienne du Pythium tracheiphilum.

.influence de la source de carbone sur la multiplication

et la reproduction sexuée : Nous avons effectué des comptages, 4 1'hémati-

métre, de sporocystes et de zygotes par ul de milieu aprés incubation de

10 jours. Les résultats sont exprimés dans le tableau k4.
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Tableaw 4 : Ingluence de fLa source de carbone swt La
multiplication et surn La reproduction sexuée du
P. tracheiphilum.

Sources de carbone

. . s o e o . gy

Nbre de sporocystes
par ul de milieu
au 108me jour

Nbre de zygotes par
ul de milieu au 10éme
Jjour

Ribose
Glucose
Fructose
Maltose
Raffinose

Inuline

220
228
210
219
181

0

110
200
191
178

155

Il ressort de ces expériences que le glucose, le fructose, le maltose

favorisent & la fois la multiplication et la reproduction sexuée du

P. tracheiphilum. Tous les substrats carbon€s, 4 l'exception de 1l'inuline,

permettent un développement important des sporocystes. On observe un nom-

bre moins important de zygotes sur raffinose et surtout sur ribose.

- concentration de la_source de carbone

ser l'influence de la concentration en carbone sur la croissance et la

reproduction, nous avons employé le glucose aux concentrations de 2, 2k,

2,8, 3,2, 3,6 et 4 g par litre.

Ies résultats sont exprimés dans le tableau 5.

: afin de préci-
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Tableaw 5 : Ingluence de La concenthation en carnbone sur
La crodlssance ef La neproduction du P. tracheipht lum.

Concentrations en Nbre de zygotes Nbre de sporocys-—
carbone en g/litre Croissance par ul de milieu| tes par ul de

au 108me jour milieu au 10e jouxy

2 +++ rares zygotes 17h

2,k +++ 10 177

2,8 4+ 171 192

3,2 e+ 160 167

3,6 +++ 177 192

L +++ 185 200

6 ++ 182 191

8 ++ 58 187

Cette 8tude établit de fagon trdés nette que les doses de 2 et 2,k g de
carbone par litre n'induisent pas la reproduction sexuée du champignon ;
par contre, ces doses permettent une croissance mycélienne normale et
1l'accomplissement de la multiplication. La concentration de la sour-

ce carbonée affecte peu le nombre de sporocystes ; par contre, les doses
de carbone comprises entre 2,8g et bg par litre favorisent nettement la
formation des zygotes ; la dose de 8g par litre de carbone inhibe la re-

production sextiée.

- conclusion : il se dégage de ces résultats que la na-
ture de la source carbonée intervient plus spécifiquement sur le dévelop-
pement mycélien que sur les phénoménes de reproduction. On note que les
zygotes peuvent se développer sur tous les substrats carbonés permettant
la croissance, mais on observe un nombre plus important de zygotes sur
glucose, fructose et maltose. La reproduction sexuée du P. tracheiphilum
dépend étroitement de la concentration en carbone, les doses favorables
varient de 2,8 3 6 g par litre. Les concentrations en carbone égales ou
inférieures 3 2,4 g, égales ou supérieures & 8 g inhibent la reproduction

sexube tandis qu'elles conviennent & la croissance et 4 la formation des

sporocystes.
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Nous constatons donc que les taux de carbone favorables a la reproduction
sexuée de Pythium tracheiphilum peuvent &tre plus élevés que ceux qui
stimulent la croissance et la multiplication. Les valeurs optimales sont
cependant limit€es. Il ne s'agit donc pas d'un phénoméne dit "d'affamement"
tel qu'il se produit chez les Levures, celles—ci produisant des asques lors-
qu'elles sont privées d'aliments, mais de 1'établissement d'un équilibre

physiologique.

c) ingluence de La nature et de La concentration de fa source d'azote :

- nature et concentration de la source_en azote : dans

ces essais, nous utilisons le milieu de HUGUENIN dans lequel le glucose

est apporté 3 raison de Lg de carbone par litre. Nous avons expérimenté

les sources d'azote suivantes

- l'azote nitrique sous forme de nitrate de potassium 3 la concentration de
150mg d'azote par litre ;

- 1l'azote organique fourni successivement par de l'alanine, de 1l'asparagi-
ne, de la leucine & la dose finale de 150mg d'azote par litre ; nous avons
choisi ces acides aminés car de nombreux auteurs ont &tudié leur rdle dans
la croissance et la reproduction des espéces du genre Pythium.

- concentration en azote : nous avons testé le nitrate de

potassium de fagon & fournir 50, 100, 138, 150 et 200mg d'azote par litre,
l'alanine, la leucine et l'asparagine :séparément. & des doses finales de

50 et 150 mg d'azote par litre.

résultats :

Les résultats sont exprimés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Influence de La natute et de La concentration
de 2a source d'azote sun Ra crodssance et fa reproduction
du Pythium tracheiphilum.

Quantité d'azote par

Poids de matiére séche

Source d'azote litre aprés 11 jours de cul-|Multiplication asexuée | Reproduction sexuée
ture
N%trate de potas- é)‘ 50 mg 28 mg + -
sium E 100 mg 170 mg -+ -
o 138 mg 302,3 ng A e+
o 150 g 290 ng ++4 +4t
'é 200 mg 250 ng ot b
<
Alanine 50 mg 90 mg ++ -
150 mg 270 mg +++ -+t
@
&
Asparagine -] 50 mg 83 mg + -
3
;.‘o 150 mg 250 mg 4+ e+
o
. 3
Leucine E SO mg 80 mg -
150 ng 92 mg -

.action sur la croigssance mycélienne et la multiplication

L'azote nitrigue permet la croissance du Pythium tracheiphilum ; la masse

mycélienne maximale est obtenue au 11€me jour avec les différentes doses

testdes. La croissance optimale est obtenue avec 138mg d'azote par litre.

Les valeurs de 100 et surtout de 50mg d'azote par litre réduisent considé-

rablement la croissance quantitative du Pythium tracheiphilum ; les doses

de 150 et 200 mg permettent unecroissance sensiblement moins importante gque

celles obtenues avec 138 mg/l.

L'azote organigue fourni par 1l'alanine et l'asparagine a4 la dose de 150mg

par litre permet une croissance mycélienne importante (poids de matiére

s&che de 250 et 270mg au 118me jour de culture).

Par contre, l'alanine et

l'asparagine, & raison de 50mg d'azote par litre, ne permettent qu'une

croissance faible. La leucine, aux concentrations de 50 ou 150mg d'azote

par litre, ne fournit qu'une trés faible masse mycélienne.
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La multiplication asexuée a lieu sur les différentes sources d'azote ; de
fagon générale, on note une réduction de nombre de sporocystes formés lors-—

que la croissance mycélienne est moins importante.

.action sur la reproduction : La reproduction sexuée ré-

clame des conditions plus particuliéres : les zygotes se forment en grand
nombre sur le milieu ou l'azote est fourni par le nitrate de potassium, 3
raison de 138, 150 et 200 mg par litre ; les doses de 50 et 100mg ne per-
mettent pas la production des zygotes. Parmi les acides aminés testés, nous
remarquons l'inefficacité de la leucine fournie & des concentrations d'azote
de 50 et 150mg par litre ; cet acide aminé est également moins bien métabo-
lisé par P. tracheiphilum tant pour la croissance végétative que pour sa
différenciation. asexuée. En ce qui concerne l'alanine et l'asparagine, les
doses de 50mg d'azote par litre semblent insuffisantes lors du déclenchement
du processué_éexué, par contre les doses de 150mg par litre stimulent nette-

ment la production des zygotes du P. tracheiphilum.

Cependant, il aurait &té intéressant de tester des quantités plus importantes
d'azote, permettant d'atteindre les limites maximales pour l'inhibition de

la reproduction sexuée du P. tracheiphtlum.

- conclusions : l'azote nitrique fourni sous forme de ni-
trate de potassium semble satisfaisant pour la croissance et la reproduction

du Pythium tracheiphilum.

L'alanine et l'asparagine constituent des sources d'azote efficaces pour la
croissance, la multiplication et la reproduction sexuée du parasite. L'inef-
ficacité de la leucine serait en accord avec les travaux de LEAL et coll.
(1967}, CHILD et coll. (1969), et de ERWIN et KATZNELSON (1961), qui 1'ob-
servaient chez différentes espéces des genres Pythium et Phytophthora.

Les doses d'azote requises pour la croissance, la reproduction sexuée, la
multiplication asexuée du Pythium tracheiphilum sont supérieures & celles

habituellement requises par les organismes fongiques appartenant i la clas-

se des Ascomycétes.

I1 semblerait ressortir de ces expériences que la quantité d'azote nécessai-
re au Champignon varie avec la concentration en carbone ; un &quilibre car-
bone-azote serait indispensable au bon déroulement du cycle du P. trachei-

philum.
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Quantité de carbo-| Quantité d'azote Rapport Croissance et Reproduction
ne en g/litre four en g/litre fourni C/N multiplication sexuée "
ni par le glucose | par KNO3

2 0,138 14 ++ -

2,k 0,138 17 ++ +++

2,8 0,138 20 +++ +++

3,2 0,138 23 +H+ +++

3,6 0,138 26 +++ +++

h 0,138 29 +++ +++

4,8 0,138 3k +++ +++

5,k 0,138 39 . _

6 0,138 L3 + -

I 0,050 80 + -

4 0,100 40 + -

Y 0,200 20 +++ +++

4 0,k400 10 ++ -

Tableau 7 : Influence du happort carbone/azote sur fa croissance, La multi-

plication et la neproduction sexude.
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d) étude du rapport carbone/azote :

- premiére série d'expériences : dans cette premiére

série d'expériences, le glucose fournit successivement 2 - 2,4 - 3,2 -
L - 4,8 - 5,4 et 6 g de carbone par litre ; l'azote est apporté i raison

de 138 mg par litre, sous forme de nitrate de potassium.

- deuxiéme série d'expériences : le carbone est apporté

3 la concentration de 4 g par litre, sous-forme- de glucose ; 1l'azote est
fourni 3 raison de 50, 100, 200 et 400 mg par litre par le nitrate de

potassium.

Les résultats sont exprimés dans le tableau T, ci-contre.

- conclusion : les résultats de ces essais montrent que
des rapports C/N compris entre 17 et 3L favorisent & la fois la croissance
mycélienne, la multiplication et la reproduction sexuée du Pythium trachei-
philum ; des rapports carbone/azote, inférieurs ou &gaux & 14 d'une part,
ou supérieurs & 34 d'autre part, ne permettent pas la reproduction sexuée

de l'organisme &tudié.

e) noke de La thiamine ou vitamine Bl :
Les travaux cités dans la bibliographie font &tat du
besoin exogéne en thiamine, variable selon les espéces chez les genres

Pythium et Phytophthora.

Le besoin en vitamine B1 a été& &tudié de la fagon suivan-
te : nous avons mesuré 1'importance de la croissance mycélienne, et con-
tr31é la présence ou non de la reproduction, en fonction de la concentration
en thiamine apportée au milieu sous forme de chlorhydrate. Les
quantités suivantes ont &té utilisées : 0,2 , 0,5 , 1 et 2 mg par litre ;

des milieux sans addition de vitamine B1 servent de té&moin.

- Résultats : Les résultats sont exprimés dans le

o e e i S . e

tablesu 8.
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Tableauw & : Crodissance, multiplication et reproduction
sexule en gonction de La concentration en thiamine.

Concentration| Diamétre moyen des colonies Multiplica- | Reproduction
du chlorhy- |_ (en mm) tion sexuée
el [ | @ [0

0,2 6 T 2k 8L 86 R 4+

0,5 6 7 28 82,2 | 86 +Q+ 4+

1 755 8,3 22,2 | 77,8 | 86 +++ P

2 8,5 12 21,8 | 74,3 | 86 +4+ Py
témoin 5,7 13 3k 83,3 | 86 ++ F—

La dose limite supérieure (2 mg/litre) testée est celle définie par HUGUENIN
(1971) pour la reproduction du Phytophthora palmivora;cependant, cette
concentration ainsi que les concentrations inférieures que nous avons utili-
sées sont trds largement supérieures aux quantités requises pour la repro-

duction sexuée des Ascomycétes.

Ces résultats nous permettent d'affirmer que P. tracheiphilum est autotro-
phe vis-3-vis de la thiamine : le développement mycélien et la reproduction
asexuée et sexufe du Phycomyceéte s'effectuent en absence de thiamine.

'

3) Influence de facteurs physiques
a) Aingluence du pH du milieu :

Nos premiers essais ont été réalisés sur la souche non

axénique, en milieu liquide aprés addition de HC1 0,01N ou de KOH 0,01N
avant la stérilisation. Les pH inférieurs 3 4,5 testés en vue d'éliminer les
Bactéries par la méthode de RAULIN ne permettent pas le développement du
Champignon ; au-deld de pH 5,5, le parasite se développe normalement en pré-

sence de nombreuses Bactéries.

Nous avons ensuite &tudié 1'influence du pH, en établis-
sant une gamme de pH variant de 0,5 en 0,5 entre 4 et 8, sur le milieu chi-

miquement d&fini précédemment.
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- résultats : les résultats sont exprimés dans le ta-

bleauw ci-dessous.

Tableau 9 : Ingluence du pH sur La crodssance et La re-
production du Pythium tracheiphilum.

pH=L |pH=U4,5| pH=5 |pH=5,5|pH=6 |pH=6,5|pH=T |pH=7,qpH=8

Croissance apré
. pres - - + + ++ ++ ++ ++ +

5 Jours

Croissance aprés

. - - 4+ | e+ S A e e
10 jours

Nombre de spo-

rocystes par
Ul au 10€me

jour de culture

0 0 50 | 200 188 197 139 90 7T

Nombre de zygotes
par pl au 10éme 0 0 39 189 181 151 129 101 42
jour de culture

Nous constatons que des pH inférieurs 3 4,5 ne permettent ni la croissance

ni la reproduction de 1l'agent pathogéne étudié. Les pH favorables au dévelop-
pement mycélien sont compris entre 5 et 8. Quant 2 la multiplication asexuée,
des pH compris entre 5,5 et 6,5 sont optimumspour la production des sporo-
cystes ; ces valeurs de pH sont également favorables 4 la reproduction

-~
sexuee.

Les valeurs de pH entre T et 8 permettent la reproduction asexuée et sexuée,

mais le nombre de sporocystes et de zygotes formés est moins important.

- conclusion : les valeurs optimales de pH pour la crois-

sance et la reproduction sexuée et asexule du Pythium tracheiphilum sont

comprises entre 5,5 et T.

b) ingluence de La Zempérature :
Dans le but de déterminer les températures optimales pour
la croissance et la reproduction de l'agent pathogéne &tudié, nous avons

conduit notre expérimentation aux températures de 10, 15 et 18°C.

Les conditions opératoires sont les suivantes : les

cultures sont réalisées sur milieu liquide en fioles de Roux, et soumises



FIGURE 3

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA CROISSANCE DU PYTHIUM
TRACHEIPHILUM :

Courbes de croissance & la température de

&—@ 10°C

v——w 15°C

m— 18°C
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durant toute la période culturale, & une photopériode journalidre de
12 heures de lumidre blanche, alternant avec 12 heures d'obscurité conti-

nue..

- résultats : ils sont exprimés dans la figure 3. Ces
résultats nous montrent que la température intervient surtout au cours des
premiers jours de culture sur la vitesse de croissance qui est propor-
tionnelle 3 la température ; elle est grande 3 18°C, faible & 10 et 15°C.
La température affecte peu la valeur pondérale du maximum de croissanée,
mais elle différe la date d'apparition de ce maximum qui est au 9éme jour

-~

3 18°C, au 118me jour & 15°C et au 1h4éme jour & 10°C.

Chez P. tracheiphilum, la multiplication et la reproduction sexuée s'ac-—
complissent aux différentes températures testées. Laproduction maximale de
zygotes colncide avec l'optimum de croissance mycélienne ou avec la période

stationnaire lui succédant.

- conclusion : la multiplication et la reproduction
sexuée du P. tracheiphilum ne nécessitent pas des conditions thermiques par-
ticulidres : des températures comprises entre 10 et 18°C sont favorables
& la croissance et a la formation des organes sexu@s et asexués. Au cours

de nos expériences, la température demeurant constante, est fixée i 18°C.

¢) Angluence de La Lumidre :

Cette &tude a été réalisée en placant nos cultures dans les
conditions suivantes
- sur milieu synthétique défini par HUGUENIN avec 0,2mg de B-sitostérol;

- 3 la température de 18°C + 0,5°C.

Pendant 20 jours, ces cultures sont soumises 3 des pério-
des d'illuminations de 0 = 6 - 9 - 12 - 18 - 24 heures de lumiére blanche
alternant avec des périocdes d'obscurité de

24 - 18 - 15 - 12 - 6 - 0 heures.

Les résultats sont rapportés dans le tableau 10.
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L5

: Ingluence de La durnée des .uadiations
journalienes appliquies pendant 20 journs sur La crodlssan-

ce et La neproduction du Pythium tracheiphilum.

Durée des irradia- |Croissance aprés Reproduction
tions par jour 10 jours en mg -
(en heures) de poids sec asexuée sexuée
0] 300,2 +4++ ++
6 285,2 +++ +4++
9 291,3 +4+ +++
12 300,1 +++ +++
18 297,1 -+ +++
2k 289,7 4+ 4+

Ces résultats nous montrent qu'd l'obscurité continue,
le Champignon se développe et fructifie. Nous n'observons aucune différen-
ce dans le comportement du Pythium tracheiphilum dans les différentes con-

ditions &tudiées : la valeur pondérale du maximum de croissance est sensi-

blement la méme & l'obscurité qu'avec des irradiations de durées diffé-
rentes, la multiplication et la reproduction sexufe sont induites dans

tous les cas, et quantitativement &quivalentes ; nous ne remarqguons aucune
anomalie de structure et aucune différence au niveau des sporocystes, des
spermatocystes et des ococystes entre ceux formés en présence ou en absence

de lumiére.

- conclusion : il ressort de ces expériences que les

différentes phases de formation des organes sexués et asexués du Pythium

~

tracheiphilum se déroulent & la lumiére comme & 1l'obscurité ; P. trachei-—
philum fait partie des champignons photo-indifférents pour lesquels la lu-

miére n'exerce aucun effet sur la reproduction sexule.
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CONCLUSION

L'ensemble de ces résultats montre que l'accomplissement
du cycle du Pythium tracheiphilum dépend essentiellement de facteurs nu-

tritifs et externes.

Les facteurs les plus favorables 4 la réalisation du
cycle de l'agent pathogéne sont
- le nitrate de potassium comme source d'azote, 2 raison de 140 mg d'azote
par litre ;

- le glucose, le fructose ou le maltose comme source carbonée 3 raison de
4 g de carbone par litre ;

- un rapport carbone/azote compris entre 17 et 30 ;

- lep-sitostérol, le cholestérol, le palmitate de cholestérol comme stérol
exogéne, 4 la dose de 0,2 mg par litre ;

- un pH compris entre 5,5 et 7.

Néanmoins, des variations sont possibles de part et
d'autre de ces optimums formant ainsi une large plage de conditions, de
telle sorte que 1l'agent pathogéne puisse trouver dans le sol au cours de
sa phase saprophytique -s'il en a une- ou dans les tissus de la Laitue
au cours de sa phase parasitaire, tous les &l&ments nutritionnels nécessai-

res & sa croissance, sa multiplication et sa reproduction.

De plus, sa tolérance face 3 d'importantes variations
de pH et son aptitude 3 se développer entre 10 et 28°C font du Pythium
tracheiphilum un organisme capable de s'adapter aux conditions physico-

chimiques communément rencontrées dans les sols des cultures maralchéres.

A partir de ces résultats, il est permis de penser que
d'une part, la phase sexuelle du cycle du Champignon s'effectue & 1'inté-
rieur des tissus de 1'hdte et que d'autre part, la germination des sporo-

cystes et des zygotes intervient dans les conditions naturelles.
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INTRODUCTION AUX CHAPITRES III ET IV

Dans les conditions optimales précédemment définies,
les sporocystes apparaissent dans le milieu de culture & partir du
&éme jour, tandis que les zygotes sont formés dés le 5&me jour. La pé-
riode de production des sporocystes et des oospores s'étend sur une

quinzailne de Jjours.

En suivant les évoluticns dans les différents milieux
de cultures de ces deux types de fructifications, nous constatons que
si les sporocystes présentent des figures de germination, dans ces mémes

conditions les zygotes ne germent pas.

Nous étudierons donc successivement les conditions

de la germination des sporocystes et des zygotes.
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CHAPITRE I T 1

CONDITIONS FAVORABLES A LA GERMINATION DES SPOROCYSTES

DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM

Les sporocystes du Pythium tracheiphilum germent unigque-
ment par des tubes de germination, sur les différents milieux que nous avons
utilisés. Ces tubes de germination peuvent &tre au nombre de 1 4 5 par
sporocyste et posséder des diamStres compris entre 2 et 6 um : ces caracté-
res dépendent de la composition du milieu de germination et des conditions

de l'incubation (Figure u4).

Nous étudierons donc l'action de quelques facteurs nutrition-

nels et physiques sur la germination de ces sporocystes.

I. ACTION DES EXSUDATS RACINAIRES SUR LA CROISSANCE ET LA GERMINATION
DES SPOROCYSTES DU P. TRACHEIPHILUM

f

1) Préparation des exsudats

Des graines de Laitues de différents cultivars , désin-
fectées par trempage pendant 15 minutes dans l'hypochlorite de sodium &
1 %, rincées plusieurs fois & 1l'eau distillée stérile, sont semées sur un
milieu gélosé : milieu de Czapeck de composition suivante : saccharose :
30g Na.NO3 : 3g MgSOh,THEO : 0,5g ; KC1 : 0,5g ; FeSOh : 0,01g
gélose : 18g. Aprds germination, seules les graines ne présentant pas de
microorganismes sont transférées dans des tubes 25x200mm, autoclavés, con-—

tenant de la perlite imbibé&e de solution nutritive de Hoagland.



FIGURE 4

GERMINATION DES SPOROCYSTES DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM

z : zygote
sp : sporocyste
tg : tube de germination

Q0CYSTES ET SPERMATQCYSTES DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM

o : oocyste
sp : spermatocyste

hm : hyphe mycélien
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Cing jours plus tard, 3 plantules de Laitues sont placées
aseptiquement dans un cristallisoir contenant 100 ml d'eau distillée sté-
rile. Les racines plongent dans ce cristallisoir pendant 6 jours. Le con-
tenu dilué au demi avec de l'eau distillée est réparti & raison de 15 ml

par erlenmeyer. Ceux-ci sont répartis em 2 lots

- un premier lot ol l'exsudat racinaire est utilisé tel quel ;

- un deuxiéme lot additionné de glucose 3 raison de S5g/litre.

Ces deux lots sont ensemencés par des fragments de cul-
ture &gées de 10 jours, incubds & 22°C pendant 10 jours, sous un éclaire-
ment journalier de 12 heures de lumiére blanche alternant avec 12 heures

d'obscurité.

Les résultats sont reportés dans le tableau 11.

Tableauw 11 : Influence des exsudats racinaires seuls ou
additionnés de glucose sur La croissance et La gerumina-
tion des sponocystes du Pythium tracheiphilum.

Exsudat naturel Exsudat naturel + glucose

5g/1

—— > — o e e

variété| "Aurélia'"|"Suzan'"| variété | "Aurélia'"|'"'Suzan"
n°7 n® 7

% de germination|
des sporocystes 51 53 50 100 100 100
aprés 3 jours

Croissance en

mg de matiére
~ ~

séche apres

7 jours

53 59 75 129 149 120

A l'examen de ce tableau, nous voyons gque les exsudats ra-
cinaires stimulent la croissance mycélienne et la germination des sporocys—
tes du Pythium tracheiphilum puisque sur le milieu de HUGUENIN, seuls 20 y

de ces sporocystes germent.
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En présence d'exsudats racinaires glucosés, nous obser-—
vons un accroissement trés sensible de la croissance mycélienne et un opti-

mum de germination pour les sporocystes (100 %).

Ces résultats concordent avec ceux observés par de nom-
breux auteurs qui attribuent aux exsudats de graines ou de racines,et a
différents extraits de plante hdte, un rdle important dans la germination

des sporocystes.

STANGHELLINI et BURR (1973) montrent que 80 % des spo-
rocystes du Pythium aphanidermatum germent par 1'émission d'un 3 trois
tubes de germination, et ceci 1 h 30 aprés que le sol ait été& enrichi en
exsudats de graines de Haricots. Ces mémes sporocystes ne germent pas si
on ajoute de l'eau au sol. De méme SINGH (1965 et 1968) démontre l'effet
stimilateur d'exsudats de nombreuses plantes sur l'augmentation du nombre
de "propagules" du Pythium ultimum dans le sol. Selon cet auteur, cette
stimilation serait due d la présence d'acides aminés et de sucres dans

ces exsudats.

D'aprds KRAFT et ERWIN (1967), les graines de Haricots

en germination exsudent des quantités plus importantes de sucre et d'acides
aminés lorsqu'elles sont incubées 3 des températures extr@mes de 12° ou de
42°C ; corrélativement, ces auteurs notent une plus grande virulence de l'a-
gent pathogéne, lorsqu'il est en présence de ces substances organiques.
Ainsi que 1l'ont montré SCHROTH et SNYDER (1961), les chlamydospores du
Fusarium solani f. phaseoli germent en plus grand nombre dans le sol si
elles se trouvent i proximité de graines de Haricots en germination, ou de

région apicale de racine principale, latérale ou adventive .

Une analyse des exsudats de ces grainesa révélé qu'ils
étaient composés essentiellement d'acide aspartique, d'acide glutamique,
d'asparagine, de glucose, de saccharose, de maltose et de fructose.
TRUJILLO et HINE (1965) observent que l'incorporation de tissus de Papaye
dans le sol, accroit la population des Pythium aphanidermatum et Phyto-

phthora parasitica.

Nous nous sommes donc ensuite intéressée au role de

différents acides aminés et sucres sur la germination des sporocystes.



52

II. ACTION DES ACIDES AMINES ET DES SUCRES

1) Premiére expérience

Parmi les acides aminés, nous avons utilisé successive-
ment l'alanine, le glycocolle, la valine, la leucine, l'isoleucine, la mé~-
thionine, le tryptophane. Ceux-ci sont mis en solution 3 la concentration
de 150mg d'azote par litre dans du tampon 0,1M, additionné de 1 % de glucose.

Des solutions tampon phosphate 0,1M sont utilisées comme t&moin.

Ces milieux liquides -ensemencés par des fragments de

culture igées de 10 jours, sont incubés & 22°C pendant U4 jours.

Tableau 12 : Ingluence des digférents acides aminis en
sofution & 150mg d'azote par Litre de tampon phosphate
0,M additionnés de 1 % de glucose sur Le pourcentage de
geamination des sporocystes du Pythium tracheiphilum.

% de germinatioJ' % de germination
Milieux utilisés |des sporocystes Milieux utilisés |des sporocystes

aprés 4 jours aprés 4 jours

d'incubation d'incubation

B I bl

Témoin
Milieu de HUGUENIN 20 leucine + glucose 100

Témoin tampon

phosphate 0,1M 20 isoleucine+glucose T2
Glucose 1 % 41 glycocolle+glucose 67
Alanine . 17,5 méthionine+glucose 88
Alanine + glucose 82 tryptophane+glucose 100
Valine + glucose 85

Ces résultats nous montrent que les différents acides
aminds additionnés de 1 % de glucose favorisent la germination des sporocys-—
tes du P. tracheiphilum. le glucose utilisé seul & raison de Lg de carbone
par litre accroit ce pourcentage de germination qui est de 40 %, alors

qu'en présence de milieu témoin tampon phosphate, ou du milieu de HUGUENIN,
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il est de 20 %. L'alanine seule ne permet que 17,5 % de germination, alors
que l'association alanine-glucose stimule la germination des sporocystes

(82 %).

Les combinaisons leucine-glucose et tryptophane-glucose

s'avérent les plus favorables puisque 100 % des sporocystes germent.

I1 ressort de cette expérience que l'association d'un
acide aminé avec un sucre (le glucose) stimule trés nettement la germina-

tion des sporocystes du P. tracheiphilum.

2) Deuxidme expérience

Nous avons ensuite retenu le tryptophane comme source

d'azote, et nous l'avons associé successivement au fructose et au saccharo-

se 8 1 %.

Ies résultats sont reportés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Pourcentages de germination des sporocysites
du Pythium tracheiphilum, apnés 4 fours .d'incubation,
sun Les solutions de tryptophane dans Le Zampon phospha-
te 0,1M, additionnées de gructose, saccharose ou gluco-
se 1 %.

% de germination des
Milieux utilisés sporocystes aprés L4 jours
d'incubation

Tryptophane 41 %
Tryptophane + glucose 100 %
Tryptophane + fructose 100 %
Tryptophane + saccharose 91 %

Nous voyons donc que le tryptophane utilisé seul stimule
la germination des sporocystes du Pythium (LT %). Cependant, associé &
une source de carbone (glucose - fructose ou saccharose), l'optimum de

germination est obtenu (100 %).
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3) Conclusion :

La germination des sporocystes du Pythium tracheiphilum
a lieu en présence des exsudats racinaires des Laitues, ainsi qu'en pré-
sence de solutions d'acides aminés additionnées de glucose, fructose ou

saccharose.

Parmi les acides amin&s que nous avons testés, les plus
efficaces se sont révélés &tre le tryptophane, la leucine, la méthionine

et la valine.

III. ACTION DES FACTEURS HUMIDITE , TEMPERATURE, pH, LUMIERE, AGE DES
SPOROCYSTES SUR LEUR GERMINATION

I1 est permis de penser que dans la nature, la germina-
tion des sporocystes du Pythium ait lieu au contact des graines de Laitues
les tubes de germination constitueralent une source d'inoculum capable

d'envahir rapidement les tissus de la racine.

D'autres facteurs, tels que l'humidité du sol, la tem-
pérature, le pH, les conditions de lumidre et l'3ge des sporocystes doi-

vent influencer la capacité germinative de ces sporocystes.

Nous &tudierons donc successivement ces différents

facteurs.

1) Action de 1'humidité

Afin de montrer 1l'éventuel effet de l'humidité sur
la germination des sporocystes, nous les divisons en deux lots
- un premier lot de sporocystes, prélevés au 10&me jour & partir du milieu

gélosé précédemment décrit, est transféré sur un milieu P.D.A. glucosé &
1 % (miliewnaturels p.29 ) ;

- les sporocystes du deuxidme lot sont répartis en 4 séries et soumis & un
séjour dans l'eau distillée, durant des périodes respectives de O - 12 -
24 - 36 et 48 heures.

Ces sporocystes sont ensuite transférés sur le milieu

naturel comme dans le cas du lot précédent.
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48 3 72 heures aprés leur mise en incubation sur ce
milieu & la température de 22°C, nous comptons le pourcentage de sporocys-—
tes présentant des figures de germination. Les résultats sont reportés

dans le tableau 14.

Tableau 14 : Pourcentage de germination des sporocystes
apnes passage dans L'eau distillie, pendant diffirentes

dunges.

Durée du séjour des spo- | % de germination de ces
rocystes dans l'eau en sporocystes aprés U4 jours
heures d'incubation

0] 20

12 35

2k Lo

36 b2

48 55

Ces résultats prouvent que le pourcentage de germination
des sporocystes est d'autant plus important que le préséjour dans l'eau

est plus long.

Sur le plan morphologique, ce séjour préalable dans l'eau
s'accompagne de modifications au niveau du protoplasme qui devient tur-
gescent ; on assiste & un gonflement du sporocyste dont la paroi subit
peut &tre une modification de sa perméabilité : l'eau jouerait un rdle

dans le stade précédent la germination des sporocystes.

Ces résultats sont en concordance avec l'écologie du
genre Pythium ; en effet, les sporocystes du P. de baryanum envahissent
les tissus de leur hdte, dans les conditions de forte humidité particulié-

rement propices i leur germination.

2) Action de la température

Des sporocystes prélevés d partir d'une culture agée de
10 jours sur milieu gélosé, sont transférés sur des solutions de trypto-

phane (150 mg d'azote par litre) glucosées 3 1 %.
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les cultures sont soumises durant 1l'incubation 3 des
irradiations journalifres de 12 heures de lumiére blanche, alternant avec

12 heures d'obscurité.

Les températures suivantes ont été testées : 10, 14,
18, 22, 26 et 30°C. Les résultats exprimés en pourcentage de sporocystes

germant aprés 4 jours, sont reportds dans le tableau 15.

Tableaw 15 : Pourcentage de germination des sporocysites
en gonction de fa température sur milieu tryptophane +
glucose, apnes 4 et 6 jours.

Age de la Température °C L __‘ .
culture 10°¢C 14°¢ 18°¢ 22°¢ 26°C 30°C

L jours 30 % 37 % 87 % 100 % 100 % 85 %

6 jours 5T % 60 % 100 % 100 % - 85 %

- Résultats et intenprnétation :

Ces résultats nous montrent que des températures supé-
rieures a 18°C favorisent la germination des sporocystes, qui est optimale
8§ 22°C et 26°C. Les températures assez basses 10 et 14°C, permettent res-—
pectivement des taux de germination de 57 et 60 %, le maximum étant atteint

aprés 6 jours d'incubation.

Ces résultats semblent en accord avec les observations
faites au cours des infections naturelles. En effet, les dégits seraient
plus importants au cours des périodes chaudes et en présence d'importantes

précipitations.

3) Influence du pH sur la germination des sporocystes

Des sporocystes prélevés i partir de culturesédgées de
10 jours, sont incubds sur le milieu utilisé précédemment, & 22°C, sous
un éclairement de 12 heures de lumiére blanche par jour ; le pH du milieu

est ajusté aux valeurs suivantes : 4,5 -5 -5,5 -6 - 6,5 - T et T,5.
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Aprds U jours, nous comptons le nombre de sporocystes

germant. Les résultats sont reportés dans le tableau 16.

Tableau 16 : Ingluence du pH sur Le pourcentage de
genmenatoon des sporocysites du Pythium tracheiphilum.

Valeur du pH

k,5 p 5,5 6 6,5 T Ts5

% de sporocystes
qui germent apreés 91 70 100 100 100 100 100
4 jours d'incubation

Les résultats fournis par cette expérience nous montrent
que sur le milieu &tudié (milieu contenant du tryptophane & raison de 150mg
d'azote par litre et 1 % de glucose), les valeurs de pH comprises entre 5,5

et 7,5 fournissent 100 % de germination.

les conditions optimales de pH pour la croissance du my-
célium sont également les valeurs optimales lors de la germination des spo-

rocystes.

4) Action de la lumidre

Des milieux liquides ensemencés avec des fragments de
cultures dgées de 10 jours sont incubés i 22°C, soit sous un &clairement de

12 heures par jour de lumiére blanche soit & l'obscurité continue.

Le pourcentage de sporocystes en germination est évalué

aprés 4 jours d'incubation.

- Resultats :
A l'obscurité, comme & la lumidre, le pourcentage de

germination est de 100.

- Intenprétation :
Ces résultats sont en accord avec les observations faites

sur le terrain. Les sporocystes présents dans le sol, et dans les tissus de
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1'hote ne recoivent en effet pas de lumiére ; ces sporocystes germent vrai-
semblablement dans la nature, dans des conditions proches de celles que

nous définissons.

5) Influence de 1l'8ge des sporocystes sur leur pouvoir

de germination

Des sporocystes issus de cultures &gées de 10, 20 et
" 30 jours, 2, 4, 6, 9 et 12 mois sont placés sur le milieu de germination
précédemment défini (glucose + tryptophane), dans les conditions optimales

de température et sous 12 heures de lumiére par jour.

Aprés b4 jours d'incubation, les cultures sont observées
i la loupe binoculaire et des fragments de culture sont prélevés, montés

entre lame et lamelle et observés au microscope.

- Resultats :
Le pourcentage de germination des sporocystes est noté

aprés le 6éme et le 88me jours de culture.

Tableaw 17 : Influence de £'age des sporocystes sur
Leun pouvoir de germination.

Durée de 1'in- Age des sporocystes

cubation 10 20 3| 30 j| 2mois | bmois | bmois | 9mois | 12mois
6 jours 100% | 100% 100% | 85% 50% 0 0 0
8 jours 100% | 100% 100% | 88% 61% 26% 0 0

Ces résultats montrent que les sporocystes prélevés
sur des cultures Zgées de 10 jours & 2 mois germent en grand nombre si les
conditions sont favorables ; par contre, des sporocystes agés de 4 mois
germent avec des pourcentages plus faibles (50 & 60 %). Des sporocystes issus
de cultures &gées de 6 mois 2 1 an perdent leur faculté germinative. Les
observations effectuées au microscope nous montrent que le contenu proto-~

plasmique est trés condensé, que la paroi de la spore est parfois &clatBe ;
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soumis 3 un séjour de U8 heures dans l'eau, 30 % de ces sporocystes récu-
pérent un aspect morphologique normal par gonflement du protoplasme, mais
le pourcentage de germination aprés cette réhydratation n'excéde jamais

5 %.

Compte-tenu de ces observations 7Zn vitro, il est diffi-
cile d'attribuer aux sporocystes un role important dans la persistance du
parasite dans le sol d'année en année ; cependant les conditions de con-
servation de ces sporocystes n%taient peut &tre pas les plus favorables &
leur survie : en effet, nous les comservons i 10 ou 18°C, dans les tubes
de culture sur milieux gélosés ; il est i noter que dans ces mémes condi-
tions les hyphes mycéliens survivent et sont capables de redonner des cul-

tures si on ensemence un fragment mycélien sur le milieu synthé&tique
de HUGUENIN.

CONCLUSION

En culture in vitro, les sporocystes apparaissent dans
les milieux de culture & partir du 48me jour, leur production s'étend sur

une durée de 15 jours environ.

La germination de ces sporocystes s'effectue par 1l'€mis-—
sion d'1 & 5 tubes de germination, qui en se développant, donnent naissance

3 des filaments mycé&liens.

La présence d'exsudats racinaires de Laitue, ainsi que
de 1l'exsudat additionné de glucose stimule la croissance mycélienne du
Champignon, ainsi que la germination des sporocystes. Nous avons également
montré l'influence des acides aminés en particulier tryptophane, leucine,
méthionine, alanine et des sucres, glucose, fructose sur le pourcentage

de germination.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus par différents
auteurs qui par des analyses ont rév8lé que les exsudats des graines et des
racines sont formés essentiellement d'acides aminés et de sucres(SNYDER,
1961 ; KRAFT et ERWIN, 1967 ; TRUJILLO et HINE, 1965).De plus, la tempéra-
ture, le pH et l'humidité conditionnent &galement la germination des spo-

rocystes ; les températures comprises entre 18 et 26°C, les valeurs de pH
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entre 5,5 et 7,5 et un préséjour dans 1l'eau de 36 heures constituent les
conditions optimales de cette germinatien. Enfin, 1l'dge des sporocystes
est un facteur important; en effet des sporocystes prélevés sur des cul-

tures de plus de U4 mois ne germent plus.

Ces résultats acquis en culture in vitro peuvent &tre
transposés dans la nature ; en effet, la présence de jeunes plantules de
Laitues, favoriseralt par leur exsudat la germination des sporocystes,
germination qui s'effectuerait dans des conditions optimales aprés de for-
tes précipitations et des conditions de forte chaleur, dans un sol de
pH voisin de 6, en absence presque totale de lumidre. Les sporocystes
seraient responsables des infections primaires, mais leur durée de vie 1li-
mitée 3 quelques mois ne pourrait leur permettre d'assurer la survie

de l'espéce, d'une année a l'autre.
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CHAPITRE Iv

GERMINATION DES OOSPORES

Dans les conditions optimales, les oospores apparais-—
sent & partir du Leme jour de culture et leur production se prolonge sur
environ 10 jours. La phase d'active formation des oospores se situe du-
rant les 8 premiers jours, le rythme de production baisse ensuite progres-
sivement et devient pratiquement nul aux environs du 188me jour de culture,

soit 14 jours aprés le début de la cystogamie.

Lorsque nous observons l'évolution de ces oospores dans
le milieu de culture, nous constatons qu'aucune germination n'a lieu in
situ ; les ocospores passent donc par une période de dormance, que les au-
teurs ont décrite chez de nombreuses Pythiacées. Cette dormance permettrait
aux oospores d'assurer la survie de l'espéce dans le sol, dans les condi-
tions défavorables & son développement. Cette période de vie ralentie
peut durer quelques semaines, parfois quelques mois, voire méme plusieurs

Pl
annees.

Dans un premier paragraphe, nous étudierons différents
aspects du probléme de la germination : la dormance des zygotes, la levée
de dormance, les conditions favorables a4 la germination proprement dite
des zygotes, 4 travers les travaux bibliographiques. Dans un deuxiéme
paragraphe, nous exposerons les résultats des travaux expérimentaux que

P . ~”
nous avons réalisés.
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I. DORMANCE ET GERMINATION DES ZYGOTES : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1) Dormance des zygotes
SUSSMANN (1965) & partir des résultats de MANDELS et
NORTON (1948) distingue deux types de dormance

- une dormance dite constitutive pendant lagquelle la spore ne germe pas
en raison d'une condition propre 3 sa nature telle que l'imperméabilité
des parois, l'autoinhibition par une substance excrét€e ou le blocage

d'une &tape au cours du métabolisme ;

- une dormance d'origine exogéne due i des conditions d'environnement

physico-chimique devenues défavorables au développement du Champignon.

Ces deux types de dormance peuvent &tre illustrés par
l'exemple des ocospores du Phytophthora cactorum. Selon BLACKWELL (1943)
ces ocospores n'accomplissent leur fusion nucl@airs que dans un délai de
3 34 4 semaines aprés leur formation, il s'agit d'une dormance constitutive.
Aprés la fusion nucléaire, intervient une période de dormance exogéne de
6 & 7 mois, période pouvant €tre raccourcie si les oospores subissent

1'influence activatrice des basses températures.

2) Levée de la dormance :

Comme nous l'avons observé, les oospores du Pythium
tracheiphilum ne germent pas in situ, ce qui implique 1l'utilisation de
différentes méthodes afin de les détacher du mycélium porteur, avant leur

transfert sur un milieu propice & leur germination.

Selon SAUVE et MITCHELL (1977), la filtration, l'action
des ultra-sons sur des suspensions de cultures, l'addition de certaines
enzymes d'escargots (Helix pomatia),sont des techniques efficaces dans la

séparation des zygotes du filament porteur.

AYERS et LUMSDEN (1975) montrent que des zygotes du
Pythium ultimum incapables de germer immédiatement aprés leur formation,
acquidrent cette aptitude s'ils sont mis en contact avec des extraits de
sol non stérile ; aprds 6 semaines de contact, on observe 90 % de germina-

tion. Par contre, ces auteurs n'obtiennent pas la levée de dormance par
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des traitements thermiques faisant intervenir des alternancesde trés basses
et trés hautes températures ; de méme l'action de la lumiére, les facteurs
nutritifs, les exsudats de racines sont inefficaces pour cette levée de

dormance.

3) Conditions de la germination des zygotes
a) nole de L'eau :

De nombreux auteurs attribuent 3 l'eau un rdole essentiel

lors de la germination des spores et en particulier des oospores.

GOTTLIEB (1950) affirme que l'eau est indispensable & la
germination des spores des Champignons qui s'effectue de fagon générale,
pour des tempdratures comprises entre 15 et 30°C. De méme LUMSDEN et AYERS
(1975) montrent que les conditions optimales pour la conversion des spo-
res dormantes en spores capables de germer sont les suivantes : sol saturé

en eau, température de 25°C, pH = 7.

Selon AL HASSAN et FERGUS (1973), les zygotes du
P. hydnosporum germent en présence d'eau distillée ; cependant le taux de
germination est plus &levé en présence de substances nutritives. Les zygo-
tes du P. aphanidermatum présentent des pourcentages de germination plus
importants dans les séls humides que dans les sols secs (STANGHELLINI et
BURR, 1973).

b) gacteurs nuthitigs :

La germination des zygotes dépend également de la com-
position du milieu. STANGHELLINI et BURR (1973) &tudient l'effet stimula-
teur des substances nutritives, et plus particuliérement celui d'exsudats
et de substances extraites des graines de Haricots sur la germination des
zygotes du Pythium aphanidermatum. L'addition de sucres et de composds azotés
favorise é&galement l'augmentation du taux de germination de ces zygotes. Ce
taux est de 92 % aprés 6 heures d'incubation sur un sol amendé avec 25 pg
d'asparagine et 40 ug de glucose, par g de sol. Selon STANGHELLINI (1972),
la germination des oospores du Pythium aphanidermatum s'effectue en deux
étapes : d'abord résorption de l'endospore sous l'action d'un apport
exogéne de calcium, ensuite production d'un tube de germination liée & la
présence d'une source de carbone ; la germination nécessite donc un apport

en calcium et en carbone.
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BARTON (1957) note que les oospores du Pythium mamil-
latum germent dans le sol, lorsqu'elles se trouvent 2 proximité de racines
de plantules de navets. Selon FLOWERS et LITTRELL (1972), l'acide gallique
8 L00 mg/litre et la caséine & 2 g/litre favorisent la germination des
zygotes du Pythium sp. (94 %) dans un milieu de germination chimiquement
défini et contenant 7,5g de sucre ; 0,5g Mgs0, ,TH,0, 1g de KHZPOh’

0,5g d'extrait de levure, 2mg de chlorhydrate de thiamine.

c) action des enzymes :

L'action de différentes enzymes sur la germination
chez les Pythiac€es a  suscité de nombreuses recherches : SALVATORE et
coll. (1973) constatent que le pourcentage de germination des zygotes
du Pythium sp. passe de 5 3 93 % apré@s ingestion par les escargots
(Helix aspersa) ; les mémes résultats sont observés en utilisant le com-—
plexe enzymatique : bé&taglucuronidase-arylsulfatase et la bé&taglucuroni-
dase, sur des cultures &gées de 35 jours. Selon STANGHELLINI et RUSSELL
(1973), des solutions & 5 % d'enzymes extraites d'escargots Helix pomatia,
accroissent de fagon considérable le taux de germination des zygotes du

Pythium sp.

Les enzymes protéolytiques telles que la pronase ou
1la chymotfypsine induisent la germination des zygotes du Champignon
Aphanomyces euteiches. Ces résultats confirment ceux apportés par les mé-
thodes de microbiochimie et les analyses de biréfringence qui montrent
que la paroi de l'oospore n'a pas une composition de nature exclusivement
cellulosique (YANG, 1970).

d) action de La Lumiire :

L'influence des radiations lumineuses sur la germination-
des zygotesdes Pythium et Phytophthora a fait l'objet de différentes re-
cherches. C'est ainsi que SCHMITTHENNER(1972) rapporte le rdle du calcium
et de la lumiére blanche et ultra-violette sur les zygotes du P. aphani-
dermatum. Cet auteur observe 12 % de germination si les zygotes sont in-
cubds 3 1l'obscurité, sur un milieu gélosé contenant du chlorure de cal-
cium, 31 % de germination dans les mémes conditions de milieu, mais aprés
12 heures d'exposition 3 des radiations blanches ou des radiations dans

le domaine du proche ultra-violet (comprises entre 320 et 40O nm) ; ce
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taux de germination passe 4 94 % aprés 36 heures de radiations ; de plus,
les travaux de ce chercheur montrent que des zygotes produits sur un milieu
gélosé contenant plus de 20 ppm de calcium ont besoin de plus de lumiére
pour germer que s'ils sont produits sur un milieu renfermant moins de

10 ppm de calcium. Il existerait donc une corrélation entre le calcium et
les radiations lumineuses, mais aucune explication n'est fournie sur le mé-

canisme de cette action.

RIBEIRO et coll. (1975) montrent l'effet de radiations
monochromatiques de longueurs d'onde 450 et 750 nm, utilisées au cours
de la maturation des zygotes sur leur germination, chez trois espéces du
genre Phytophthora. De nombreuses théories sont émises & propos de l'ac-
tion des radiations lumineuses sur la germination des spores et les ré-

ponses des Champignons.

Le fait que la germination des zygores n'ait lieu,
pour certains organismes, qu'en présence de lumiére suggére que celle-ci
peut permettre au Champignon de synthétiser certains composés i partir

d'éléments précurseurs présents dans le milieu.

Certaines radiations monochromatiques provoqﬁent la
germination des zygotes chez plusieurs espéces : ce fait suggérerait l'exis-
tence de photo-récepteurs, molécules dont le spectre d'absorption présen-

te des similitudes avec celui des longueurs d'ondes inductrices.

L'existence de pigments photo-récepteurs de nature
flavinique ou caroténoidique mise en &vidence chez ceértains Champignons,

n'a pas été observée chez les Phytophthora.

4) Conclusion :

Les zygotes du genre Pythium ne germent pas immé-
diatement aprds leur formation ; ils traversent une période de dormance
qui peut &tre plus ou moins longue selon les espéces et les conditions
de développement. Cette dormance peut étre levée par des traitements phy-

siques, chimiques ou par l'action de la lumiére.

La germination des zygotes requiert des facteurs nutrition-
nels (source de carbone d'azote), la présence d'humidité, des radiations

lumineuses : ces différents facteurs varient selon les espéces &tudiées.
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II. RESULTATS EXPERIMENTAUX

Afin de résoudre le probléme de la germination des
zygotes du P. tracheiphilum, nous les avons extraits du milieu de culture
sur lequel ils se forment, par une méthode de broyage suivie de filtration.
Ces zygotes ont ensuite subi différents traitements physiques et chimiques
en vue de lever leur dormance, avant d'&tre transférés sur des milieux

propices a4 leur germination.

1) Séparation des zygotes des cultures gélosées

ILe broyat obtenu avec l'ultra-turax & partir de culture
gélosée additionnée de 30 ml d'eau distillée stérile est filtré successive-
ment sur un tamis & mailles de 120 um afin d'éliminer la gélose et les
fragments mycéliens, puis sous vide sur un filtre de 4Oum. Cette méthode

nous permet de recueillir des suspensions de zygotes et de sporocystes.

le filtrat ainsi recueilli est &tal#& directement 3 1l'ai-
de d'une pipette Pasteur sur le milieu de germination, aprés avoir subi dif-

férents traitements afin de lever la dormance des zygotes.

2) Traitements en vue de lever la dormance des zygotes

a) trhaitements themmiques :

Des filtrats de zygotes prélevés sur des cultures 4'a-

ges différents (15, 30, 45, 60 et 75 jours) sont soumis & différentes
conditions thermiques. Ces filtrats sont placés 3 4°C pendant des durées
respectives de 4 - 8 -~ 12 - 16 - 18 ou 24 heures, puis mis 3 24°C pendant

6 - 12 - 18 ou 24 heures.

Les zygotes ainsi traités sont alors transférés sur des
milieux naturels (d8coction d'avoine 40 ou 60 g/litre), malt 2 %, PDA
glucosé & 1 %) ou chimiquement définis, contenant une source d'azote et
une source de carbone, et incubés i l'obscurité continue ou 4 12 heures

de lumidre blanche par jour, & la température de 22°C.

b) action de substances chimiques :

- préparation enzymatique : Des zygotes prélevés 3

partir de cultures Agées de 10 jours, incubds & l'obscurité, ou en
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présence de 12 heures de lumiére par jour sont mis en contact avec une
solution d'hélicase, enzyme préparée i partir de suc digestif d'Helix

pomatia (Industrie Biologique Frangaise), dans du tampon phosphate.

Nous avons utilisé les concentrations suivantes d'hélicase : 0,5 - 1 -
2,5 et 5% ; l'examen de la bibliographie nous montre que des solutions
4 5 % d'hélicase s'av@rent efficaces lors de la germination d'oospores

de certaines espéces.

Les périodes de contact sont les suivantes : 12 - 24 - L8 et 72 heures.
Apreés lavage 4 l'eau distillée stérile, ces zygotes sont incubds sur les
différents milieux de germination 2 la température de 22°C, dans différen-

tes conditions de lumiére.

3) Conditions de germination

Nous &tudierons successivement l'influence de différents
facteurs sur la germination des zygotes ayant subi préalablement un trai-

tement thermigue ou un traitement chimique.

a) milieux de germination :

Des zygotes ayant subi les différents traitements ther-
miques sont mis 3 incuber sur
- les milieux naturels suivants

. milieu malt 2 % ;
. milieu 3 base d'avoine (40 et 60 g/1) ;
. milieu PDA glucosé 1 %

- sur des solutions contenant 150 mg d'azote par litre fourni successive-
ment par l'alanine, le glycocolle, le tryptophane, additionnés de 1 %

de glucose.

Les conditions d'incubation sont les suivantes
- température 22°C ;
- obscurité continue pour un premier lot ;
- 12 heures de lumiére par jour pour le deuxiéme lot.
Aprds 4 - 8 - 10 et 30 jours d'incubation, nous n'avons

observé aucune germination des zygotes.

De meme, des zygotes mis en contact avec différentes con-
centrations d'hélicase durant des temps variables sont incubds sur ces mé-

mes milieux. Nous n'obtenons aucune germination des zygotes.
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b) influence de La température :

Des zygotes ayant subi les traitements thermigues et
enzymatiques sont incubés sur des solutions nutritives contenant 150 mg
d'azote par litre fourni par le tryptophane et 4 g de carbone fourni par

le glucose, & différentes températures. Nous avons conduit nos expérien-—
ces & 14 - 18 - 22 - 26 et 30°C.

Dans sucun de ces cas, nous n'observons de germination.

¢) Angluence de L'age des zygotes :
Des zygotes de 10 - 20 - 30 jours, 2 - 6 - 9 et 12 mois
subissent les traitements de levée de dormance, et sont ensuite incubés

sur les milieux 3 22°C.

Quelles que soient les conditions de cette incubation,

nous n'observons aucune germination de ces zygotes.

d) influence de La Lumiénre :
L'étude de la bibliographie nous a apporté nombre de

renseignements sur l'action de la lumifre sur la germination des spores.

Nous avons donc, au cours de cette expérimentation, pla-

¢é nos cultures dans différentes conditicns de lumiédre.

Des cultures en boites de Pétri, en pyrex, de 10 cm de
diamétre sont éclairées 3 travers le fond de la bolte ; la source lumineuse
est placée 3 4O cm de la culture qui regoit donc une intensité d'éclairement

de 1500 & 2000 lux.

Nous avons eu recours i deux types de sources lumineuses

- la lumidre blanche fournie par des tubes fluorescents (Mazdafluor TF 20W
blanc brillant de luxe) ;

-~ la lumiére ultra-violette de longueur d'onde voisine de 350 nm fournie
par des tubes fluorescents (Mazdafluor TF W N20).

Le comportement des cospores d'dges différents (cultures
de 10, 20, 30 ou 60 jours) a été étudié aprés des expositions de durée crois-
sante 4 la lumidre blanche et & la lumiére ultra-violette succédant ou non

3 des périodes variables & l'obscurité.
Les cultures ont subi durant les 12 jours d'incubation

1) 0 jour d'obscurité et 3 -5 - 7 - 10 et 12 jours de lumiére blanche, ou
de lumiére ultra-violette ;
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2) 3 jours d'obscurité et 0 - 2 - 4 - T et 9 jours de lumidre blanche,
ou de lumiére ultra-violette ;

3) 5 jours d'obscurité et 0 - 2 - 5 et 7 jours de lumiére blanche, ou de
lumiére ultra-violette ;

4) 0 jour de lumidre et 3 -5 - 7 - 10 et 12 jours d'obscurité.

Ces différents traitements ne nous ont fourni aucune

germination des zygotes.

DISCUSSION

L'inefficacité de la lumiére <mn vitro sur les zygotes
n'est pas incompatible avec le fait que ce facteur ne doit pas avoir un
rdle prédominant dans la nature ; en effet, il semble trés peu probable
que la lumidre atteigne facilement les zygotes au sein des tissus parasités
ou dans le sol. Ceci nous a conduit & penser que dans les conditions na-
turelles, la germination des zygotes n'est vraisemblablement pas déterminée
par la lumidre. Cependant, des zygotes formés 3 1l'obscurité et maintenus
& l'obscurité durant leur maturation n'ont présenté, aprés 30 et 60 jours

d'incubation, aucune germination.

Par ailleurs, le fait que les ocospores de Pythium
tracheiphilum ne germent pas dans les différentes conditions testées sug-

gére que le déterminisme de la dormance dépend de plusieurs facteurs.

I1 semble que si l'on se rapporte a la terminologie de
SUSSMANN 3 propos de la dormance, il ne s'agit pas dans le cas étudié
d'une dormance d'origine exogéne, dont la caractéristique principale est
de s'interrompre lorsque les conditions externes favorables au dévelop-
pement se rétablissent ; il s'agirait plutdt d'une dormance constitutive
déclenchée par un blocage métabolique, une autoinhibition par une substance
du zygote, ou tout autre facteur interne qui, dans le cas de Pythium tra-

cheiphilum, demeure & préciser.
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TROISTEME PARTIE

CHAPITRE 1

RELATIONS HOTE =~ PARASITE DANS LES CULTURES

IN VITRO

Avant de rendre compte des expériences réalisées en
champ afin de définir les grandes lignes du développement de l'épidémie,
nous avons effectué, en laboratoire, des recherches sur les modalités de
1'infection ; ces recherches ont été entreprises sur des cultures axéniques
de Laitues ou sur des cultures réalisées en microphytotron afin de cerner

les relations entre le parasite et 1'hlte.

I. MATERIEL ET METHODES

1) Mode de culture
a) culture axénique de plantules en fubes :

Cette méthode de culture nécessite la désinfection au

préalable des graines et l'usage de récipients et de milieux de culture

adaptés.

- désinfection des graines : les graines sont passées

dans 1'éthanol 95° qui joue le rdle de mouillant ; elles sont ensuite bai-
gnées pendant 15 minutes dans une solution d'hypochlorite de calcium
(40 g/1), puis elles subissent U4 ringages successifs de 3,5, 10 et 15

minutes dans l'eau distillée stérile.

des tubes i ergots. Ces tubes (2,5 x 20 cm) présentent au quart de leur

hauteur 4 ergots internes disposés en croix permettant de supporter un
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disque de coton hydrophile ou de coton cardé sur lequel sont déposées les
graines. La zone inférieure ainsi délimitée est remplie d'une solution

nutritive de KNOP diluée au demi ; la composition est la suivante

~ CaNO3,hH20.......... .......... 0,5g

- MgSO),THL O evunnenn, e 0,125 g
- KNO5..... Ceeeaaes Cereeseane ... 0,125 g
= KHPO) cvevnenanennns e 0,125 g

Nous avons également réalisé des cultures axfnigues dans des tubes ordinai-
res 2,5 x 20 cm. Dans chaque tube, nous introduisons 18 ml de milieu gélosé
de HUGUENIN, milieu précité, sans apport de stérol. A la sortie de l'auto-
clave, ces tubes sont refroidis en position inclin€e de fagon 3 ce que la

surface du milieu gélosé forme un biseau de 8 cm de long environ.

- ensemencements : dans le premier cas, les graines dé-
sinfect€es sont déposées & raison de une graine par tube 3 la surface du

coton hydrophile soutenu par les ergots.

Dans le cas des tubes de milieu gélosé, une graine désinfectée est déposée

stérilement 4 la partie supérieure du biseau.

- conditions_d'incubation : les tubes ainsi ensemencés

sont placés en chambre climatisée sous un &clairement de 3 000 lux, de

lumidre blanche, 12 heures par jour, et sous une température de 20°C.

b) culture en microphytotron :

Nous avons effectué des cultures en microphytotron et
obtenu des plantules dgées de 14 ou 21 jours. Dans cette enceinte, nous
contrdlons les facteurs température, hygrométrie et &clairement. Les condi-
tions suivantes ont &té utilis@es
- lumilre blanche 14 heures par jour - température 22°C
~ obscurité 10 heures par jour ~ température 18°C
~ hygrométrie:85 % d'humidité pendant 24 heures.

Les Laitues sont cultivées en pots de terreau, mélange
de terre de fouglres et de terre fine sableuse ; elles sont arrosées chaque

jour. Nous obtenons ainsi des Laitues non &tiolées.
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2) Obtention de 1'inoculum :

L'agent pathogéne est ensemencé sur le milieu de HUGUENIN
gélosé, additionné ou non de stérol & raison de 0,2 mg par litre. L'inocu-
lum est préparé 3 partir de cultures de 10 jours, correspondant 3 la phase

optimale de croissance et de reproduction du parasite.

3) Modes d'infection
a) plantules cultivies aseptiquement en tubes a erngots :

L'inoculum utilisé est constitué d'une suspension de

sporocystes et de fragments mycéliens, ou d'une suspension de sporocystes,
de zygotes et de fragments mycéliens, obtenues par lessivage de la surface
du thalle. La contamination s'effectue par addition,au milieu de KNOP, de

1 ml de cette suspension contenant 8.102 sporocystes et 3.102 zygotes.

b) plantules cultivies asepiiquement suwr milieu gélose :
Prélevé 3 l'aide d'un fil ensemenceur, un petit fragment
de culture est d€posé a la surface du milieu gélosé, 4 quelques millimétres

des racines pour éviter de les blesser.

c) plantes cultivées en microphytotron :

L'inoculum est constitué d'une suspension de sporocystes,
de zygotes et de fragments mycéliens,obtenue aprés lessivage de la surface
du milieu gélosé et broyage ; 15 ml de cette suspension sont déposés au

collet de chague plantule.

Ces méthodes d'infection nous semblent trés proches de
celles ayant lieu dans la nature, &tant donné que nous avons pratiqué

des contaminations sans blesser les racines.

IT. RECHERCHE DU PARASITE DANS LES TISSUS DE LA PLANTE-HOTE ET DANS LE
SUBSTRAT

1) Examen microscopigue des tissus de 1'hdte

Des coupes longitudinales et transversales réalisées &
main levée, colorées par le bleu coton, sont montées entre lame et lamelle
et observées au microscope, en vue de la détection du parasite. Dans le cas

de plantes contaminées au stade cotylédonaire, ou au stade 2 feuilles, nous
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effectuons des &talements de racines, de l'axe hypocotylé et de jeunes

feuilles que nous colorons également par le bleu coton acétique.

2) Mise en culture de coupes sérifes de la plante

Des coupes transversales successives de 1 & 3 millimeétres
d'épaisseur sont prélevées aseptiquement dans la plante et déposées sur
un milieu nutritif gélosé. Aprds quelques jours d'incubation & 18°C sous
12 heures de lumidre par jour, l'agent pathogéne se développe sur ce milieu

i partir des tissus qui 1l'hébergeaient.

3) Détection du Pythiwn tracheiphilum dans le terreau :

Nous utilisons la technique de dilution qui nous fournira
des résultats qualitatifs et quantitatifs en l'adaptant au Champignon
étudié.

50 ml d'eau distillée stérile sont ajoutés 3 5g de sol ;
aprés une vigoureuse agitation, nous effectuons des dilutions de cette
suspension au 100&me, 5008me et 10008me. Des boites de Pétri regoivent cha-
cune 1 ml de ces différentes dilutions sur lequel nous coulons un milieu
gélosé de malt 3 1 % ou de pomme de terre 50 g/l, glucosé & 0,5 %, mainte-
nu en surfusion & L40°C. Ces boites sont mises 3 incuber pendant 15 jours
a 18°c.

Le milieu et les conditions de température utilisés favo-
risent la croissance du Pythiwm recherché et limitent la croissance des

espéces concurrentes.

III. RESULTATS EXPERIMENTAUX

1) Symptlmes externes
a) plantes contaminées en tubes :

- inoculum constitué d'une suspension de sporocystes

les plantules sont contaminées

. au stade cotylé&donaire

. au stade 4 feuilles

. au stade 6 feuilles.

Quel que soit 1'3ge de la plante au moment de la contamination, les symptd-

mes de la maladie sont les suivants



VARIETES UTILISEES
Nembre de jours aprés Age des lactuca Serriola Aurélia Suzan n® 7
contamination Laitues Témoins | Contamindes | Témoins |Contaminées | Témoins |Contaminées | Témoins {Contaminées
3 n . (=) L(++) (=) L(+) (=) 0(=) (=) 1(+)
21 j. (=) 6(++) (=) 3(+) (=) o{=) (=) 2(+)
5 . (=) 8(+++) (=) 6{++) (=) 3(++) (=) 3(+)
. 3(+) 1(+)
21 . (-} 7 (+++) (=} 6(++) (=) 3(++) (=) L{++)
5(+) 1(+)
7 14 3. (=) 10 (+=+) (-} 10 (4++) (=) GgH)-) (=) 5(++)
3(+
21 j. (=) 10 (+++) (=) 10 (+++) (=) 6(++) (=) S(++)
b(+)
8 hg. (-} 10 (+++) (=) 10{+++) (=) 8(+++) (=) 6(+++)
2(++) 1{+)
21 . (-} 10{+++) (=) 10 () (=) 6+t ) (=) E{++)
6(++) 2(+)
10 . (=) 10 (+++) (=) 10(+++) (=) 10(+++) (=) 10 +++)
21 j. (=) 100(+++) (=) 10{+++) (=) 10{+++) (=) 10(++)

Tabfeau 18 : Evolution de £a maladie et du nombre de plantes malades aprlds contaminations &
T4 et 71 jourd des Laitues de différentes variétiés.

4 : nombre de plantes malades - + : feudllles du bas 4Létnies
++ : pétioles des feuilles §LEtrnis - +++ : plante §LEtnie, Etiolie.

La totalite des plantes tEmoins sont saines.
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- aprés 4 jours, la partie terminale de la racine et les extrémités des
radicelles sont brunes ;

- aprés 5 jours, on observe un brunissement de la racine sur la totalité
de sa longueur, puis sur les cotylédons et enfin sur les nervures des
feuilles ;

- aprés 7 jours, la racine est entifrement noire, la plantule offre un
aspect &tioléd, flétri, totalement séché.

Toutes les plantules contaminées présentent aprés T jours les symptOmes

de flétrissement, les plantules témoins restent saines.

- inoculum constitué 4d'une suspension de sporocystes

~

et de zygotes : les résultats sont identiques & ceux observés dans le cas

précédent. 7 jours aprés la contamination, toutes les plantes infectges

sont flétries.

b) plantules contaminées en phytotron :

Des plantes sont contaminées au stade 14 jours et 21
jours ; nous avons testé l'espéce sauvage Lactuca serriola L. et les
cultivars suivants de sa variété sqtiva : "Suzan", "Aurélia", "n° T" &
raison de 10 plantes par traitement. Les résultats sont exprimés dans
le tableau 18.

Il ressort de ces expériences que toutes les Laitues
contaminées présentent 10 jours aprés 1l'inoculation, les symptOmes ulti-
mes de la maladie. Toutes les plantes testées sont flétries ; cependant
on note que la maladie &volue trés vite vers le stade ultime chez le

Lactuca serriola et le cultivar "Aurélia'.

o) Présence du parasite dans les tissus de 1'hlte

a) examen microscopique des tissus de La Laitue :

- inoculations réalisées avec des suspensions de sporocys-—

tes et de fragments mycéliens : Les Laitues contaminées sont divisées en

deux lots

- les Laitues du premier lot sont prélevées, 4 jours aprés 1l'inoculation,
soigneusement lavées 3 l'eau distillée et examinées au microscope. Nous
effectuons des dtalements de racines, ainsi que de l'axe feuillé, et des
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feuilles. Les tissus de ces organes examinés aprés coloration, montrent la
présence de sporocystes, d'hyphes mycéliens et de zygotes ;

- les Laitues du deuxidme lot sont prélevées 8 jours aprés 1l'inoculation ;
l'examen au microscope révéle également la présence de sporocystes, de
zygotes et d'hyphes mycéliens dans les tissus de ces plantules.

Nous avons alors réalisé l'expérience suivante : des sporocystes et des
fragments mycéliens sont mis en culture sur milieu de KNOP dans des tubes,
sans Laitue. L'incubation a lieu dans les mémes conditions de température
et de lumidre ; les cultures sont examinées aprés 4 et 8 jours afin de
détecter la présence éventuelle de zygotes. Dans ce cas, nous n'observons

aucune formation de zygotes.

Ces expériences démontrent que la formation des zygotes dans les tissus de
la Laitue se trouve sous la dépendance d'un facteur de nature stérolique

1ié 3 la plante hdte, confirmant les résultats obtenus en culture in vitro.

- inoculations réalisées avec des suspensions_de sporo-

cystes, de_zygotes et de fragments mycéliens : les résultats sont identiques

i ceux décrits dans le paragraphe précédent.

b) techniques des coupes s8rides :
Cette technique permet de mettre en &vidence le parasite
dens les tissus de 1'hdte aprés quelques jours d'incubation. Cette méthode

a été utilisée dans le cas de plantes contaminées en microphytotron.

Des coupes transversales de racines sont réalisées 2, 3

et 5 jours aprés l'inoculation. Les résultats sont les suivants

- Lactuca serriola et cv. "Aurélia : 2 jours

aprés l'inoculation, présence du parasite dans la partie terminale de la
racine, sur une hauteur de 1 & 2 cm. 3 jours aprés l'inoculation, présence

du parasite dans toute la racine.

- " " n_o . . .
cv. "Suzan' et "n® 7" : 2 jours aprés l'inoculation,

absence du parasite dans les tissus de 1'hSte. 3 jours aprés 1l'inoculation,
présence du parasite dans la partie terminale sur 1 & 3 cm. 5 jours aprés

l'inoculation, présence du parasite sur toute la hauteur de la racine.

A partir de ces expériences entreprises en laboratoire,
nous avons reproduit les symptdmes de la maladie, tant dans les cultures axé-

niques de Laitues en tube, que dans le microphytotron. Nous avons mis en
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évidence l'agent pathogéne dans les tissus des plantules, quel que soit

1'4ge des Laitues au moment de la contamination.

c) présence du parasite dans Le terweau :

Dans nos conditions expdrimentales, nous avons essayé de
préciser les possibilités de survie du Pythiwm tracheiphilum dans le substrat
utilisé : 20 pots contenant des plantes de Laitues plantées en terreau et
20 autres pots contenant du terreau seulement, regoivent chacun une suspen-

sion contenant environ 103 sporocystes et 5.102 zygotes.

Ces pots sont maintenus dans le microphytotron et arrosés
périodiquement. Chaque semaine, le parasite est recherché dans l'échantil-
lon de terreau 3 2 cm de profondeur dans un pot de chaque lot, par la tech-

nique de dilution précédemment décrite.

Résultats : Pendant les L mois qui ont suivi la contamination, nous avons

réisolé Pythium tracheiphilum dans les deux séries.

CONCLUSION

Ces infections expérimentales en culture in vitro, en
tubes comme en microphytotron nous ont permis de reproduire la maladie ;
les inoculations de plantules en culture axénique, sur milieux liquide et
gélosé sont réalisées dans des conditions particulidrement propices au dé-
veloppement du parasite car la jeune Laitue est confrontde 3 un inoculum
important ; de plus, P. tracheiphilum ne se trouve en compétition avec

aucun autre microorganisme.

Nous avons mis en &vidence l'action de certains compo-
sants de la racine, probablement de nature stéroligque, sur la formation
-~

des zygotes du Pythium, si 1l'on confronte ce résultat & ceux obtenus lors

de 1'apport exoge€ne de stérol dans les cultures in vitro.

Dans les conditions de nos essais en microphytotron, il
nous a été possible de réisoler P. tracheiphilum dans le terreau pendant
les 4 mois qui ont suivi les inoculations ; un potentiel infectieux non

négligeable semble donc persister dans le sol plusieurs mois.
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CHAPITRE II

ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE DE LA MALADIE

ESSAIS EN CHAMP,.

Aprés avoir décrit la maladie, précisé les facteurs con-
ditionnant 27 vitro le cycle complet de l'agent pathogéne, &tabli quelques
relations entre le parasite et la plante-hdte, nous avons mis en place des
essais agronomiques en vue de d8finir les aspects suivants qui nous parais-
saient essentiels dans la compréhension de la maladie
1 ~ les stades de développement de la plante les plus sensibles & 1l'attaque
parasitaire ;

2 - les conditions climatiques favorisant la maladie ;
3 ~ les conditions de survie de l'agent pathogéne dans le sol et les débris
de cultures ;

4 - les moyens &ventuels de lutte.

Pour réaliser cet objectif, nous avons dressé un program-
me expérimental qui a couvert les années 1974, 1975 et 1976 comprenant des
essais en serre et en champ qui se sont déroulés dans le triangle d€limité
par les localités de Croissy-sur-Seine, Montesson et Le Pecq dans le dépar-
tement des Yvelines. Nous exposerons les différents aspects de la méthodo-
logie expérimentale, puis nous décrirons successivement les plans et résul-
tats expérimentaux obtenus au cours des essais de 197L, 1975 et 1976 ;

enfin, nous essayerons de dégager les conclusions de ces essais.
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I. METHODOLOGIE EXPERIMENTALE

1) Disposition des essais

Les champs ont été installés i Croissy-sur-Seine et
Montesson (Yvelines) ; ils sont inclus dans une exploitation qui se consa-

cre en grande partie & la culture de la Laitue.

Le dispositif retenu est celui de parcelles de 2m x 2,5n

comprenant 6 lignes espaces de 28 cm.

2) Techniques culturales

Les terres utilisées &taient consacrées, les deux années
précédents les essais, & la culture de la Laitue. Aprés le labour d'automne,
l'exploitant a enrichi le sol par un apport en matiéres organiques sous
forme de fumier de bovin, ainsi qu'en &léments minéraux par un apport d'en-
grais composé de type ammonitrate dont les rapports d'unité N/P/K sont res-
pectivement 100 - 80 - 200. Au printemps, le sol fut occupé par une culture

de 100 000 plants de Laitues par hectare.

Avant l'implantation de nos essais, le sol a subi une
désinfection par le'fongosan' produit fongicide dont la matiére active est
le dazomet (essais de 19T4 en champ), ou par le"brom-o-gas, fongicide dont
la matiére active est le bromure de méthyle, pour les essais réalis@s en
1975 et 1976. L'utilisation du fongosan ne nécessitant pas des mesures
exceptionnelles de sécurité, le traitement par ce fongicide est réalisé par
l'exploitant. Par contre, le bromure de méthyle, produit gazeux & la tempé-
rature ordinaire, est trés toxique pour 1l'homme ; il est associé 8 2 % de
chloropicrine, trichloronitrobenzéne afin de supprimer son caractére inodore.
En conséquence, la manipulation de ce produit nécessite d'importantes mesu-—
res de sécurité et la désinfection n'est pratiquée gque par des entreprises
spécialisées, aprés autorisation écrite du service de la protection des

végétaux.

De plus, la désinfection ne peut avoir lieu que si la
température atmosphérique est supérieure & 10°C et si le sol de la parcelle,
préalablement ameubli, possdde un taux d'humidité d'au moins 70 %. Lorsque
ces conditions sont réalis€es, le sol est recouvert d'une toile plastique

formant un tunnel de 5 & 10 cm de hauteur, bordé sur son pourtour par un
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apport de terre. C'est par des orifices ménagés dans la toile, pouvant &tre
bouchés, que le fongicide est versé dans des boites métalliques disposées

dans le tunnel.

| Aprés 24 heures d'action, la parcelle est découverte ;
5 joufgWﬁiﬁéﬁtard, nous effectuons les semis manuels & la densité d'environ
2kg de graines & l'hectare sur ce sol de nature sablo-calcaire, qui n'a pas
été préalablement analysé. Nous n'avons utilisé qu'une variété de Laitue:

la variété "Novir" sélectionnée par les généticiens de 1'I.N.R.A.

3) Inoculations expérimentales

Elles ont &té effectufes au moment du semis et 3 diffé-
rentes époques de la période de culture sur des Laitues alors parvenues 3
divers stades de leur développement, avec un inoculum constitué par une

suspension de fragments de mycélium, de sporocystes et de zygotes.

a) préparation de L'inocwlum :

Nous cultivons la souche du Pythium tracheiphilum dans
des fioles de Roux, sur milieu non gélosé (milieu préconisé par HUGUENIN
en 1970, pour la culture du Phytophthora palmivora), complété par 10 mg
par litre déB—sitostérol. Aprés 10 jours d'incubation & 18°C, sous un éclai-
rage fournissant 12 heures de lumiére blanche par jour, nous recueillons
iémé;dduit de la croissance de 25 fioles, c'est & dire environ 10 g de ma-
tiére fongique s&che. Le produit de la croissance ainsi récupéré est
lavé 3 fois & l'eau distillée, puis centrifugé 2 fols consé@cutivement &
4°C pendant 25 minutes & 4 000 tours/minute (centrifugeuse I.E.C. PR 6 000)
avant d'@tre broyé pendant 2 minutes par l'ultra-turax. Le broyat récupéré
est alors mis en suspension dans un volume d'eau tel que la concentration
finale soit d'environ 8.102 sporocystes et 3.102 zygotes par ml de suspen-
sion. Cette suspension est agitée manuellement au moment de l'utilisation

afin de l'homogénéiser.

b) inoculations :

les contaminations au moment du semis sont effectuées
en versant environ 100 ml de suspension d'inoculum par métre, dans le
sillon méme du sol, au contact des graines qui sont ensuite recouvertes

par 1 & 2 cm de terre.

Les contaminations en cours de végétation sont réalisées

au niveau du collet de chaque Laitue, & l'aide d'une pipette, par arrosage
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du sol avec 5 ml environ de la suspension fralchement préparée.

4) MEthodes des relevés

Des contrdles et des comptages de plantes malades sont
effectués chaque semaine. Nos essais préliminaires nous avaient permis de
remarquer que nous devions les classer en deux catégories
1-les plantes inoculées et présentant au cours de leur développement les
symptomes de flétrissement ;

2-les plantes inoculées, ne flétrissant pas, mais dont les vaisseaux de la
racine présentent un brunissement interne plus ou moins accentué, visible
seulement aprés coupe longitudinale de la racine.

Des coupes sériées de ces racines montrent que plus de

95 % d'entre elles hébergent 1l'agent pathogene.

Apré&s chaque opération culturale, sarclage, mise en
place et lors de la récolte, nous comptons les Laitues appartenant a
chacun de ces lots ; le total des plantes malades est effectué. Les résul-
tats sont exprimés d'une part en pourcentage de plantes flétries (1ére ca-
tégorie), d'autre part en pourcentage de plantes infestfes (18re + 28me

catégories).

5) Données climatiques

Les données climatiques journalildres suivantes : tempé-
rature minimale, température maximale, hauteur des précipitations, enre-
gistrées par la station météorologique du Pecq sont représentées dans les

graphiques 5, 6 et 7.

6) Intervention d'autres parasites

a) parasites cryptogamiques :

En fin de culture, nous avons observé des attaques du

Bremia lactucae, agent du mildiou de la Laitue, et du Botrytis cinerea,

agent de la pourriture grise. Un traitement au dithane M22, poudre mouillable

dont la matidre active est le mandbe [N-N'éthyléne bis (dithiocarbamate man-
ganeux)] a été appliqué 3 la dose de 160 g par hectolitre d'eau, sans per-

turber le développement de l'agent pathogéne &tudié.
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b) parasites animaux :

Des attagues de Pucerons, & divers moments de la culture,
ont €té combattues 3 l'aide du"folimatt insecticide, dont la matiére ac-
tive est le O-méthoate (thiophosphate de 0-0 diméthyl et de S diméthyl-
carbamyl méthyl) qui fut pulvérisé sur le feuillage & la dose de 62,5 g
par hectolitre d'eau. Signalons €galement que nous avons observé des che-
nilles de Scotia segetum Schiff, mais qu'elles n'ont pas affecté le dévelop-

pement de notre culture.

IT. PLAN EXPERIMENTAL DE 1974

Le but de ces essais &tait de produire le flétrissement

des Laitues par la méthode des inoculations artificielles.

Ces expériences se sont déroulées

- d'une part en serre dans des conditions de température et d'humidité
atmosphérique difficilement contrdlables et quantifiables ;

- d'autre part en champ sur un sol préalablement traité par le/fongosah}

1) Essai en serre

a) méthodologie :
Nous contaminons des plants de Laitues dgées de 8 jours
cultivées en motte de terreau. 12 jours aprés l'inoculation, ces plants

ainsi que des plants témoins non contaminés sont repiqués en champ.

b) nésultats :
Les contrdles effectués 3 différents moments au cours du
développement des plantes ne nous ont fourni aucun résultat positif quant a

la production des symptdmes de flétrissement.

2) Essai en champ :
a) mise en place de £'essal :

"
Le sol de 10 parcelles est traité par le fongosaﬂl alors

que celui des 10 autres sert de témoin sans traitement.
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Dans chacun de ces types de sol, les laitues de 5 par-
celles sont contaminées par Pythium tracheiphilum tandis que les autres ne

le sont pas.

La contamination a lieu au moment du semis, le 26 juil-
let, pour 3 rangss; au stade ler sarclage, le 9 aolt pour les 3 autres

rangs.

b) nesultats :

Les différents contrdles effectués en cours de végéta-—
tion n'ont révélé aucun symptlme de flétrissement. Cependant, bien gque ne
se manifestant pas extérieurement, l'agent pathogéne est présent dans les
tissus de racines présentant un brunissement au niveau du cylindre central ;

des coupes sériées ont révélé les racines dont les tissus hébergeaient le

parasite.
Les résultats sont exprimés dans le tableau
Tableau 19 : Pourcentage de racines infesties dans dif-
fenentes conditions de contamination, sun s0f naturel
ou sun A0 désingecté au Fongosan.
Conditions de sol et de Pourcentage de racines dont les
contamination tissus hébergent P. tracheiphilum
sans contamination 38,6 %
— contamination au semis 58.3 %
e le 26 juillet 22 7
3
o
= contamination au ler sar-
- ~ 6L,1 %
o clage le 9 aolut

sans contamination 32,1 %

contamination au semis

g le 26 juillet 48,6 %
n

o

g contamination au ler sar- 59.2 %
& clage le 9 aolt ?

sol désinfecté au
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Ces résultats nous montrent que les contaminations accrois-
sent le pourcentage de racines infestfes sur sol naturel et sur sol contami-

né, bien qu'aucune plante ne soit flétrie.

3) Interprétation de ces essais de 197k

Ces essais nous permettent de dégager les enseignements

suivants :

1"
1-1la désinfection du sol par le dazomet semble inefficace vis-i-vis de 1l'a-
gent pathogéne &tudié ; en effet, nous observons sur un sol n'ayant pas subi
de traitement, 38,6 % de racines malades alors que sur le sol désinfecté,

le pourcentage est de 32,1 % ;

2-la présence de l'agent pathogéne dans les tissus des racines ne se traduit
pas toujours par le flétrissement de la plante, mais par un brunissement in-

terne plus ou moins important des vaisseaux du cylindre central de la racine ;

3-les contaminations des 26 juillet et 9 aolit 1974 ont été réalisées dans
des conditions météorologiques de sécheresse ; les relevés de la station du

Pecq nous fournissent les données suivantes

. pour la période comprise entre le 26 juillet et le 8 aolt:

-la moyenne des températures maximales est de 25,6°C
-la moyenne des températures minimales est de 12,7°C
-la hauteur d'eau due aux précipitations est de 8,8 mm
. pour la période comprise entre le 9 et le 25 aofit:

-la moyenne des températures maximales est de 26,6°C
-la moyenne des températures minimales est de 13,1°C
-la hauteur d'eau due aux précipitations est de 7,6 mm.

Ces conditions atmosphériques séches n'ont pas permis
3 la maladie de s'extérioriser bien que le Champignon soit présent dans
58,3 et 64 % des Laitues sur sol naturel, contaminées respectivement au
semis et au ler sarclage, et dans 48,6 et 59,2 % des Laitues sur sol
désinfecté, contaminées respectivement au moment du semis et du ler sarcla-

ge.

Ces résultats trds partiels nous ont permis d'établir
les bases des programmes expérimentaux de 1975 et 1976, réalisés dans la

perspective de mieux comprendre le déroulement du processus infectieux.
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ITI. PLANS EXPERIMENTAUX DE 1975 ET 1976

Ces deux expériences ont &té mises en place afin de
poursuivre les objectifs suivants : 1'étude de 1'influence de 1'dge de

la Laitue et des facteurs climatiques sur l'intensité de 1'épidémie.

Pour l'année 1975, nous avons procédé de la maniére

suivante

- des semis ont &té effectués les 3,11, 18 et 25 juillet ;

- les contaminations ont été réalisées les 11, 18 et 25 juillet, ler, T et
14 aofit, ainsi le ler aolit par exemple, nous contaminons des parcelles
de Laitues 8gées de T, th, 21 et 28 jours.

Pour l'année 1976, la méthodologie a été identique, nous
avons effectué des semis les 2, 9, 16, 23 et 30 juillet, les 6 et 13 aofit
et des contaminations les 23 et 30 juillet, les 6, 13, 23 et 27 aolt et le
3’septembre. En 1975 et 1976, le sol des parcelles a &té désinfecté par le

1 1t
brom-o-gaz.

Nous avons reporté dans deux tableaux les dates des diffé-
rentes opérations de semis et de contamination et indiqué 1l'dge des Laitues .

aux différentes dates de contaminations (tableaux 20 et 21).
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Tableau 20 : Age des Laitues au moment de La contamina-
Lon. Expérience de 1975.

Date des Date des semis
contamina~- T
tions 3 juillet 11 juillet 18 Jjuillet 25 juillet
11 juillet 7 jours
18 juillet 14 jours T jours
25 juillet 21 jours 14 jours T jours
ler aolit 28 jours 21 jours 14 jours T jours
7 aolit 21 jours 14 jours
14 aofit 21 jours
Tableau 21 : Age des Laitues au moment de La contamina-
tion. Expérnience de 1976.
Date des Date des semis
contami- | -- -
nations |2juillet]| 9juillet|16juillet|23juillet|{30juillet| baolt 13a0iit
23 juil. | 21jours| 1hjours | Tjours 0jour
30 Juil. 21jours | 1hjours | Tjours 0jour
6 aolit 21jours | 14jours | Tjours | Ojour
13 aolit 21jours | thjours | Tjours 0jour
23 aolt 21jours | 1hjours | TJjours
27 aoflit 21jours | 1kjours
3 sept. 21jours
el

HUS Y
LILLE
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IV. RESULTATS DES ESSAIS DE 1975 ET 1976

Ces résultats sont exprimés dans les tableaux ci-des—

sous.

Tableau 22 : Intensitd de L'attaque parasitaire en fonc-
Tion de Za date de contamination et de L'age des Laitues
au moment de cette contamination. Résultats de 1975.

Age des Laitues au moment de la contamination
Date des con- - -
taminations 0 jour T jours 14 jours 21 jours 28 jours
11 juillet v 6,2
c 10,9
18 juillet ' b 51,3 b 6,9
c 69 c h5,5
25 juillet a 51,1
b 0 b 10,9 b b 0
c 10,3] ¢ 39,7 c 25 c 4,9
ler aoft b 10,8 v 17,5 b 2,9
c 36 c k43,5 c 30,4
7 aolit b 12,1 b Lt | v 0
c 2,6 c 32 c )
1L aolt b Lo,8 | ® 0
¢ 57,81 ¢ 66,6

Les résultats portés dans ce tableau expriment :

a : Le pourcentage de plantes a La Levie par rapport & La parcelle témoin
- conrnespondante ;

b : {Le pourcentage de plantes gLeétries ;

¢ : Le pourcentage de plantes gLétnies + Le pourcentage de plantes non §Le-
fuies mais dont Les nacines hébergent Le parasite.



86

Tableau 23 : Intensité de L'attaque parasitainre en fonc-
Tion des dates de contamination et du stade de dévelop-
pement des Laitues au moment de La contamination.
Resultats de 1976.

Age des Laitues au moment de la contamination
Date des con- . . . . . -
taminations 0 jour 7 jours - 14 jours 21 jours
23 juillet a 17,7
b 0 b 23,9 | b 21,k ® 12,8
c 0 c 37,5 | ¢ 36,41 ¢ 14,8
30 juillet a 62,3
b 0 b 3,1 b b 0
e h,2 | e 5,2 | ¢ 1,6 ¢ 2,6
6 aolit a 36,1
b 10,1 | b 17 b 1,51 b 15,7
c 21,2 | ¢ 29 ¢ 20 c »D
13 aolt a 35
b 2,1 | b 8,1 | b 8,1] b 5,1
c 4,3 | 10,6 | ¢ 9,3 ] ¢ 8,2
23 aolt b 10,2 b Ts2 b 0
e 17,6 | ¢ 11,31 ¢ 3,7
27 aolt b 6,11 Db 41
c 9,51 ¢ 10,1
3 septembre b 17
c 24,2

Les résultats portés dans ce tableau expriment :

a : 4Le pourcentage de plantes a@ £a Levée par rappornt & La parcelle temoin
correspondante ;

Le pourcentage de plantes f§Letnies ;

¢ : {Le pourcentage de plantes §Letrnies + fLe pourcentage de plantes non
§Letnies dont Les racines hZbergent Le parasite.

Les résultats obtenus montrent que des contaminations
artificielles permettent d'obtenir des Laitues flétries, mais des observa-
tions plus approfondies révélent que le nombre de Laitues aux racines infes-

tées est toujours supérieur au nombre de Laitues flétries.
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Deux types de facteurs interviennent dans 1'épidémie ;
nous essayerons de dégager le rOle de chacun d'eux en les &tudiant séparé-
ment ; nous étudierons ensuite la durée d'incubation de la maladie, les

conditions de survie des Pythium dans le sol et les moyens &ventuels de lut-

te contre l'agent pathogéne.

1) Influence du stade de développement de la Laitue

sur l'intensité de la maladie

En faisant abstraction de 1l'influence des conditions
climatiques, nous remarquons que des contaminations artificielles réalisées
sur des Laitues d'dges différents provoquent des dégats d'intensité varia-
ble.

Dans tous les cas, des contaminations effectuées au se-
mis provoquent des réductions considérables du nombre de plantes & la levée.
Ce nombre, dans les parcelles contaminées, exprimé en pourcentage par
rapport 4 celui des parcelles témoins semées le méme jour, varie de 17,7 &
62,3. Cette diminution du taux de levée est due & une attaque du Champignon
sur l'axe hypocotylé, provoquant sa pourriture. Ces observations ont égale-

ment été signalées dans les contaminations de plantules in vitro.

Cependant, il est 3 noter que dans les conditions de se-
mis trés denses, pratiquées par les maralichers en région parisienne, cette
fonte de semis peut passer inapercue d'autant que le premier sarclage éli-

mine. ces plantules.

La contamination effectuée le 18 juillet 1975 sur des
laitues de 7 et 14 jours fournit respectivement 51,3 et 7 % de laitues
flétries. De méme, la contamination du 7 aolit a donné les résultats sui-
vants
- Laitues de 14 jours : pourcentage de plantes flé&tries : 12,1 ; pourcenta-
ge de plantes porteuses de l'agent pathogéne : 52,6 ;

- Laitues de 21 jours : pourcentage de plantes flétries : 4,1 ; pourcentage
de plantes porteuses de 1l'agent pathogéne : 32 ;

- Laitues de 28 jours : pas de plantes flétries ; pourcentage de plantes
porteuses de 1'agent pathogéne : L,2.

Pour 1'année 1976, la contamination du 23 juillet illus-

tre également le fait que les pourcentages de plantes atteintes sont d'autant

plus importants que les Laitues sont contaminées & un stade plus précoce
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~ Laitues de 7 jours : pourcentage de plantes flétries : 23,9
pourcentage de plantes porteuses de l'agent pathogéne:37,5

-~ Laitues de 14 jours: pourcentage de plantes flétries : 21,4
pourcentage de plantes porteuses de l'agent pathogéne:36,4

- Laitues de 21 jours: pdurcentage de plantes flétries : 12,8
pourcentage de plantes porteuses de l'agent pathogéne:1L4,8

Les résultats de ces essais révélent que les stades phy-
siologiques jeunes (7 et 14 jours) sont de facon générale plus sensibles 3
l'attaque parasitaire, tandis que les Laitues de 28 jours n'ont présenté
aucun flétrissement. Les contaminations au moment du semis provoquent des
fontes de semis trés importantes &tant donné la densité de population des

plantules.

2) Influence des conditions climatiques sur 1'intensité

de la maladie :

Les résultats des essais en serre et en champ de 1974
révélent que des conditions atmosphériques sé&ches ne permettent pas d'obtenir
le flétrissement des Laitues. Nous avons donc confronté les résultats ob-

tenus en 1975 et 1976 avec les relevés météorologiques correspondants.

La contamination du 18 juillet 1975 a été suivie d'une
période dont les caractéristiques climatiques sont les suivantes
période du 18 au 25 juillet 1975

- moyenne des températures maximales : 23°C
- moyenne des températures minimales : 13,9°C
- hauteur d'eau due aux précipitations : 13,2 mm

nesultats :

- Laitues de 7 jours : pourcentage de Laitues flétries : 51,3
pourcentage de Laitues avec Pythium : 69

- Laitues de 14 jours: pourcentage de Laitues flétries : 6,9
pourcentage de Laltues avec Pythium : 45,5

Les contaminations des 25 juillet, ler et 7 aolt qui ont
été toutes trois suivies de périodes au cours desquelles aucune précipita-.
tion n'a été enregistrée, ont fourni des pourcentages relativement faibles
de plantes flétries ; par contre, les plantes porteuses de l'agent patho-
géne sont assez nombreuses (52,6 % dans le cas de Laitues de 14 jours conta-

minées le T aoiit).
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Les Laitues contamindes le 14 aofit 1975 ont recu d'im-

portantes précipitations s'€levant 2 24 mm dans les 8 jours suivants.

nésultats

- Laitues de 21 jours : pourcentage de plantes flétries : 40,8
pourcentage de plantes infectées : 57,8

~ Laitues de 28 jours : pourcentage de plantes flétries : O
pourcentage de plantes infectées : 66,6.

De méme, au cours de l'année 1976, les conditions clima-
tiques au lendemain des contaminations ont joué un rdle dans 1l'extension

de la maladie.

I1 est & noter que dans la période du 23 juillet au
3 septembre, dates limites de nos contaminations, la hauteur d'eau due aux
précipitations a été inférieure & 10 mm (9,1 mm). Ces conditions de grande
sécheresse ont provoqué de facon générale, des dégdts peu importants.
Cependant, & l'examen du tableau des résultats de 1976, nous constatons que
les pourcentages de plantes malades (flétries ou porteuses du Pythium
tracheiphilum)les plus importants ont &té observés aprés les contaminations
des 23 juillet, 6 aolt et 3 septembre.

La contamination du 23 juillet 1976 a été réalisée sur
un sol fortement imbib& par suite de précipitations orageuses ayant apporté
une hauteur d'eau cumulée de 90 mm, au cours des 3 semaines précédentes ;
cette forte humidité a pu favoriser la pénétration du P. tracheiphilum dans

les tissus de la racine.

Les pourcentages de plantes flétries sont de 23,9 -
21,4 et 12,8 respectivement pour des Laitues contamindes 3 7 - 14 et 21 jours

alors que les pourcentages de plantes infectées sont de 37,5 - 36,4 et 14,8.

La contamination du 6 aofit n'a été suivie d'aucune. pré-
cipitation , mais de deux arrosages effectués par l'exploitant et corres-
pondant & une hauteur d'eau cumulée de 40 mm. Les résultats montrent que les
dégats sont importants.

- Laitues de T jours : pourcentage de plantes flétries : 17
pourcentage de plantes infectées : 29

- Laitues de 14 jours : pourcentage de plantes flétries : 14,5
pourcentage de plantes infectées : 20

- Laitues de 21 jours : pourcentage de plantes flétries : 15,7
pourcentage de plantes infectées : 21,5
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Ces résultats confirment qu'une forte humidité du sol
est favorable au déroulement du processus épidémiologique. Par contre,
la sécheresse ne permet pas 4 la maladie de s'extérioriser par le symp-—
tOme du flétrissement mais élle n'interdit pas l'invasion des tissus de
la racine par l'agent pathogéne, favorisant ainsi la survie du Pythium

tracheiphilum.

3) Durée d'incubation de la maladie

Des contaminations artificielles réalisées précocement
dans des conditions climatiques favorables (humidité importante du sol)
déclenchent le flétrissement des Laitues aprés 6 3 8 jours. Dans des con-
ditions atmosphériques s&ches, cette période d'incubation peut atteindre

10, 15 voire méme 18 jours : contamination du 25 juillet et tler aoflit 1975.

Dans des conditions défavorables, la pénétration de l'a-
gent pathogéne dans les tissus de la racine pourrait se réaliser ; lorsque
les conditions de développement du P. tracheiphilum deviendraient meilleu-
res, le parasite pourrait provoquer l'obstruction des vaisseaux et le

flétrissement tardif de la Laitue.

4) Conditions de survie de 1l'agent pathogéne dans le

sol et les débris de culture

Il semble vraisemblable gue le potentiel infectieux du
Pythium tracheiphilum se maintienne dans le sol sur les débris de culture ;
des contaminations réalisées Zn vivo, & l'aide de suspensions contenant
uniquement des fragments de mycélium et de sporocystes, ont conduit 2 la
formation d'organes sexués (spermatocystes et oocystes), puis de zygotes

dans les tissus des racines de Laitues.

Ces structures 3 parois épaisses sont considérées par
de nombreux auteurs comme capables d'assurer la survie du Champignon dans

le sol pendant de longues périodes.

HOPPE (1966) montre que certaines espéces de Pythium
se conservent pendant plus de 12 années, sous forme de zygotes dans des
sols maintenus 3 la température ambiante ; ces spores, aprés une période

humide d'environ 15 jours, sont capables d'infecter 3 nouveau leur hite.

Selon STANGHELLINI et BURR (1971) des oospores du Pythium aphanidermatum
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subsistent pendant 12 mois dans un sol saturé en humidité 3 L4°C ainsi que
dans un sol sec & 40°C, mais ne subsistent pas plus d'un mois dans un

sol saturé en humidité & L4o°C.

Des zygotes de différents Pythium fréquemment obser-—
vés dans des tissus infectés, peuvent y survivre pendant de longues pério-
des et germer lorsqu'ils regoivent le stimulus d&clenchant l'arrét de

dormance (TRUJILLO et HINE, 1965).

Ceux du Pythium aphanidermatum résistent pendant de
nombreuses années a des conditions de sécheresse, quelques mois 3 des

températures basses (TRUJILLO et MARCLEY, 1967).

Selon AL HASSAN et FERGUS (1973), pour Pythiwm hydnos-
porum parasite du champignon de couche, ils conservent leur vitalité durant
18 mois dans des conditions d'atmosphére séche ou humide, alors que dans

ces conditions, les hyphes myc€liens ne survivent qu'un mois.

ALLARD (1970) montre que Peronospora pisi Syd., agent
du Mildiou du Pois, persiste dans le sol, sur les gousses & l'état de
zygotes et comme GEESTERAMUS (1960) les rend responsables de l'infection
dans de nombreux cas. De méme les oospores du Peronospora destructor
(Berk.) Casp. survivent quelques années dans les restes de cultures (MAC
KAY, 1957 ; VIRANYI, 1974).

BARTON (1958) montre que de nombreuses espéces du
genre Pythium proliférent en saprophytes dans les sols sableux de cultures
légumiéres, le pH de ces sols étant compris entre 5,5 et 7,5. Selon cet
auteur, l'activité saprophytique du Pythium mamillatum dans le sol serait
liée 3 la présence d'une source de carbone. Les conditions optimales de
vie saprophytique de cette espéce sont les suivantes : humidité &levée
du sol, température voisine de 10°C, pH du sol compris entre 5,5 et 7,5.
Cet auteur ne donne aucune précision quant & la forme sous laquelle le

P. mamillatum assure sa conservation dans le sol.

Selon d'autres travaux, la persistance des espéces de

Pythium dans le sol serait assurée par les sporocystes.
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AGNIHOTRI et VAARTAJA (1967) montrent que les sporo-
cystesidu Pythium ultimum Trow survivent dans les sols et les résidus de
culture. Selon STANGHELLINT et HANCOCK (1971) ces organes persisteraient
pendant plus de 11 mois dans un sol sec ou humide sans gque leur taux de

germination n'en soit affecté.

Des sporocystes. du Pythium ultimum, recueillis & par-
tir de racines de pois enfouies dans le sol, pendant 5 mois, germent s'ils
sont placés sur un milieu nutritif assez pauvre (STANGHELLINI et HANCOCK,
1971). Selon ces auteurs, ces structures assureraient la conservation du

Champignon dans des conditions assez dé&favorables.

Il résulte de l'examen de ces travaux, que les especes
du genre Pythium assurent leur persistance dans le sol, pendant de longues
périodes, dans des conditions parfois drastiques, sous forme de zygotes
ou de sporocystes. Les uns et les autres sont particuliérement abondants
dans les sols cultivés sableux, ou argilo-sableux dont les pH sont compris
entre 5,5 et T,5.

5) Moyens éventuels de lutte
Nos essais en champ de 1974 ont montré 1'inefficacité

nt o . .
du dazomet utilisé en désinfection de sol.

Les essais de désinfection du sol en 1975 et 1976 nous
ont fourni des résultats satisfaisants : le bromure de méthyl associé 3
la chloropicrine s'est avéré efficace pour la destruction du P. tracheiphi-
lum ; toutes les Laitues des parcelles désinfect@es, non recontaminés ex-
périmentalement sont saines, tandis que dans le reste de 1l'exploitation

sur sol non traité, des Laitues se révélent malades.

Cependant, en raison de son prix de revient &levé,
ltutilisation de ce produit est souvent limitée & la désinfection de sols

de pépiniére ou de sols de culture horticole.

Selon HENDRIX et CAMPBELL (1973) le bromure de méthyl
utilisé seul ou associé 2 la chloropicrine ne détruit pas la totalité de
la microflore du sol : en effet, au cours des premiéres semaines suivant

son application, la population bactérienne du sol augmente, puis il
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s'établit un équilibre biotique ; ceci pourrait expliquer l'effet bénéfi-
que de ce traitement sur les plantes des parcelles servant de témoins ;
ces Laitues se développant mieux et en particulier leur systéme racinaire

est plus développé que celui des plantes témoins des sols non désinfectés.

Une autre méthode de lutte pourrait €tre la rotation des
cultures ; il n'est pas rare en effet que des Laitues soient cultivées,
a4 raison de 2 récoltes par an, sur certaines parcelles, augmentant ainsi
les risques d'épidémie et de survie de l'agent pathogéne ; cependant, de
nombreuses espéces du genre Pythiuwm sont capables de vie saprophytique
sur des plantes appartenant i diverses familles : il serait donc peut

&tre assez difficile d'éliminer ces parasites par cette méthode.

Dans le but de sélectionner des Cultivars résistants
en collaboration avec la Station d'Amélioration des Plantes de 1'I.N.R.A.,
nous avons testé 50 cultivars de Laitues sur des parcelles dont le sol
8tait présumé infecté. Les résultats de ces essais nous ont montré 1l'ex-—
tréme sensibilité 3 1'agent pathogéne : aucun cultivar parmi ceux que
nous avons expérimentés ne s'est avéré résistant & la maladie, un ®
plante sauvage Lactuca serriola et les cultivars "purélia" et "Lilloise

se sont révélés trés sensibles.

CONCLUSION

Les résultats de ces essals ont fait apparaltre les

€léments suivants

1 - les conditions de forte humidité sont favorables au déclenchement de
1'épidémie ; elles accroissent le nombre des Laitues flétries. Ces résul-
tats confirment les observations faites par les maraichers qui enregistrent

des dégdts importants durant les étéspluvieux ;

2 - les jeunes stades de développement de la Laitue sont plus sensibles &
l'agent pathogeéne ; les contaminations au moment des semis provoquent des
fontes de semis, et une diminution du nombre de plantules. Les Laitues
dgées de T et 14 jours sont plus susceptibles d'&tre infectées que les

Laitues de plus de 21 jours ;
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3 - les symptlOmes de flétrissement ne sont que l'aspect terminal de la
maladie ; la pénétration et l'installation du P. tracheiphilum dans les

tissus de la plante n'aboutissent pas toujours & ces symptdmes. ;

Y - Pythium tracheiphilum, présent dans les tissus des racines, survivrait
donc dans le sol par ses zygotes et ses sporocystes et assurerait une

source d'infection pour 1l'année suivante ;

5 - le bromure de méthyl associé 3 la chloropicrine apparait efficace dans

la lutte contre cet agent pathogéne.

Cependant, il reste & définir le seuil précis 4'humi-
dité déclenchant l'attaque parasitaire, la durée de survie du parasite
dans le sol, le mécanisme exact de la pénétration dans les tissus et le

comportement des différentes variétés de Laitues.

La mise au point de la méthodologie expérimentale, en
particulier la méthode des contaminations en champ pourrait permettre

d'élucider ces différents aspects.
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CHAPITRE 111

ACTION DE QUELQUES PRODUITS FONGICIDES SUR LA CROISSANCE

ET LA REPRODUCTION DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM

le Pythium tracheiphilum provoque des fontes de semis
sur de jeunes planhtules deiLaitues peu aprés leur germination ; ce micro-
organisme se conserve dans le sol sur les débris de culture et accroilt
son potentiel infectieux. La lutte contre ce type de parasite peut s'or-
ganiser par la désinfection du sol, mais cette méthode,efficace avec le
bromure de méthyl et la chloropicrine,est extrémement chére ; on peut
également envisager l'action de fongicides utilisés en enrobage de semen-
ces ; ces produits, franchissant les téguments des graines, diffusent
dans les jeunes plantules et pourraient emp&cher le développement du

Champignon.

Peu de travaux, & notre connaissance, traltent de

1'efficacité des produits fongicides vis-d-vis des Pythium.

Nos essais ont eu pour but de comparer l'action éven-
tuelle de fongicides appartenant 3 divers groupes sur la croissance

du Pythium tracheiphilum.
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I. PRODUITS FONGICIDES UTILISES

Les fongicides se répartissent en plusieurs groupes en
fonction de la nature chimique de la matiére active dont ils sont cons-

tituds. Nous avons effectué des essais avec les produits suivants

1) Groupe des carbamates

sous-groupe des dénivés de L'acide carbamique :

- le__bénomyl dont la matidre active est l'ester méthyli-

que de 1l'acide 1-(butyl-carbamoyl-2-benzimidazole carbamique).

sous-groupe des dénivés de £'acide thiocarbamique :
- le SNL1.703 dont la matiére active est le chlorhydrate

de S-8thyl-N3-diméthyl-sminopropyl-thiocarbamate.

sous-ghoupe des dénivés de £'acide dithiocarbamique :

bis (dithiocarbamate manganeux).

sous-ghoupe des dithiocarbamates mais dérivés des thiurames :
- le _thirame dont la matiére active est le disulfure de

bis (diméthylthiocarbamyle).

2) Groupe des dicarboximides

sous-ghoupe des phtalimides qui sont des dénivés de L'industrie pétrnolitre :

méthylthio)cyclohexéne dicarboximide.

3) Groupe des thiadiazines

- le tébuzate dont la matiére active est le thiazolyl-

benzimidazole ou thiabendazole.

4) Groupe des organomercurigues

~la frumine dont la matiére active est 1l'hydrate de mercu-

re &thyloxy—-éthylique.

5) Produits composés

le V4X dont la matidre active est constituée par la

carboxine et 1l'oxyquinoléate de cuivre.
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II. EXPERIMENTATION

Nous avons utilisé les trois méthodes suivantes
- incorporation du produit fongicide au milieu de culture gélosé <n vitro ;
- méthode des disques de Whatmann ou disques pour antibiogrammes ;

- enrobage des semences.

1) Incorporation dans le milieu de culture
a) procidure exprimentale :

Les produits testés sont ajoutés aprés autoclavage,
stérilement, aux dose$ de 3 et 12 mg par litre de milieu g&losé. Afin d'en
assurer l'homogénéisation, celui-ci est agité manuellement puis réparti

en boites de Pétri avant d'étre ensemencé.

Des boites contenant le milieu chimiquement défini,
sans produit fongicide,servent de témoin et sont ensemencées i l'aide d'un
fragment de culture du Pythium tracheiphilum 8gée de 10 jours. Nous ense-

mencons 5 boites par traitement et nous répétons l'expérience.

. Des boites de Pétri, de chacun des traitements, sont
simultanément ensemencées 3 1l'aide d'un fragment de Penicillium expansum,
pour vérifier l'efficacité et la persistance des produits au cours de la
culture vis-3-vis d'un microorganisme trés sensible 4 l'ensemble des
inhibiteurs étudiés.

Parmi les fongicides précités, nous utilisons pour cet

essai, le captane, le mangafort, le quinolate VX et le SNL1.703.

Les cultures sont incubées a 20°C, sous 12 heures de

lumiére blanche par jour.

b) nesultats
La moyenne des diamétres en mm, des colonies obtenues

sur 3 boiltes,notée chaque jour,est reportée sur le graphique 8.
L'examen de celui-ci nous montre que

1-le captane et le SNL1.703 utilisés 3 raison de 3 mg par litre sont inef-

ficaces puisque la croissance est sensiblement &gale & celle du témoin ;



FIGURE 8

INFLUENCE DES DIFFERENTS PRODUITS FONGICIDES SUR LA CROISSANCE

DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM

Courbes de croissance en présence des produits suivants

v———v ViX 3 mg/1 V7 VUX 12 mg/1
@——@ ©SNL1.703 3 mg/l O————Q SN41.703 12 mg/1
¢---~—¢ Captane 3 mg/l O--== < Captane 12 mg/1

B——8 Mangafort 3 mg/l &——e Témoin
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2-le captane 4 12 mg par litre, le mangafort 3 la dose de 3 mg/litre et

le V4X & 3 mg/litre sont peu efficaces vis-d-vis du Pythium tracheiphi-
lum 3 on note cependant un ralentissement de la croissance du Champignon
puisque 9 ou 11 jours sont nécéssaires au liéu de 6 dans le cas du témoin,

pour coloniser la totalité de la surface du milieu gélosé ;

3-le SN41.703 3 la concentration de 12 mg par litre montre une légdre

efficacité, le diamétre de la culture ne dépassant pas 55 mm ;

h-1a dose de 12 mg/litre de VL4X montre une efficience moyenne, la crois-

sance n'atteignant que 30 mm aprés 12 jours de culture ;

5-le mangafort 3 raison de 12 mg par litre, inhibe totalement le dévelop-
pement mycélien du Pythiwm tracheiphilum.

En ce qui concerne les cultures du Penicillium expan-—
sum, les produits fongicides testés, & l'exception du captane et du
SN41.703 aux doses de 3 mg/litre, inhibent totalement le développement
de ce microorganisme ; en présence de captane et de SNL1.703, le diamétre
maximum atteint est de 35 mm aprés 12 jours de culture.

c) conclusion :

Nous voyons donc que les produits fongicides testés
ont une action assez faible sur la croissance du Pythium tracheiphilum.
Cependant, le retard dans la croissance mycé&lienne pourrait, peut &tre,
dans les conditions naturelles d'infection, &tre utilisé ; en effet,
l'application de ces produits permettraient aux jeunes plantules de se
développer et de dépasser le seuil de forte sensibilité (stade cotylé-

donaire).

Le mangafort inhibe 3 la dose de 12 mg par litre le
développement de 1l'agent pathogéne, mais pour que cette efficacité soit
totale, il faudrait que le produit soit systémique, ce qui & notre

connaissance, n'est pas démontré.

2} Méthode des disgues pour antibiogrammes

a) procédure expérimentale :
Des disques pour antibiogramme, de papier Whatmann, de
6 mm de diamétre préalablement désinfectés par 1'éther sont trempés dans

une suspension du produit fongicide, & 0,1 % dans l'eau distillée stérile.
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Quatre disques ainsi traités sont d8posés i la surface du milieu gélosé
préalablement réparti en boltes de Pétri. Le milieu est ensemencéd & l'aide
d'un fragment de culture dgée de 10 jours, & distance sensiblement égale

des disques.

Des boites témoins,ensemencées,recoivent 4 disques dé-

sinfectés par 1l'éther et trempés dans l'eau distillée stérile.

Nous avons utilisé les produits suivants : le captane,

le mangafort, le V4X, la frumine et le SN41.703.

Nous avons ensemencé 10 boites de chague traitement.

b) nésultats :
les résultats sont fournis par les valeurs des diamé-
tres des zones d'inhibition autour de chaque disque, aprds 6 et 10 jours

d'incubation. .

Dans le cas de milieux ensemencés avec Penicillium
expansum, nous observons avec le captane, la frumine et le mangafort des
zones d'inhibition de 25 3 35 mm, ce qui démontre que la diffusion du

produit se fait autour du disque.

En ce qui concerne les cultures du Pythium trachei-
philum nous n'cbservons, avec le mangafort, le ViX, la frumine et le
SN41.703, aucune zone d'inhibition, l'agent pathogéne .recouvrant toute
la surface gélosée aprés 6 jours. Seul le captane entralne une zone inhi-

bitrice de 9 mm autour des disques Whatmann.

I1 nous paraissait intéressant de vérifier une éventuelle
action du captane testé 3 des valeurs de 0,2 - 0,5 et 1 % ; les zones
d'inhibition observées sont, dans ces 3 cas, sensiblement &gales a celles

obtenues avec la dose de 0,1 %.

¢) conclusion :

A 1l'exception d'une légére action du captane, les pro-
duits fongicides testés se sont avérés inefficaces contre le P. tracheiphi.
lum. Certains d'entre eux, tels la frumine, le captane et le mangafort,

présentent une efficacité vis-d-vis du Penieillium expansum.
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3) Enrobage des semences ;

a) procédure expérimentale :
Les graines utilis€es sont des graines de Laitueé, cul-
‘tivar "Aurélia de Clause". Ces graines sont d'abord désinfectées par

une solution d'hypochlorite de calcium (LOg/litre) pendent 10 minutes,

puis rincées 3 l'eau distillée stdrile et enfin séchées.

L'enrobage par les produits fongicides s'effectue de
la fagon suivante :.chaque lot de graines est traité par le fongicide,par
agitation dans un flacon bouché jusqu'd adhérence du produit aux téguments
des semences. Les doses utilisdes correspondent aux doses de 120 et 200 g
de produit par quintal de semences. Les produits testés ont &té les sui-
vants : benlate, captane, VL4X, SNL41.703, mangafort, frumine, tébuzate et
TMID.

Ces graines, ainsi que des graines non enrobées (t&moin)
-

sont disposées dans des tubes 3 ergots, en culture hydroponique (conditions

d8crites pages 69 et 70).

Ces cultures sont contaminées au stade U4 feuilles
(8 jours) par des suspensions de sporocystes, de zygotes et de fragments

mycéliens. Des plantules témoins ne regoivent pas 1'inoculum.

Nous avons utilisé 20 plantules dans chaque traitement

et effectué ces essais deux fois.

b) resultats :

Nous avons noté le pourcentage de plantules flétries
en fonction dés différents traitements, et observé les effets de l'enro-
bage sur le pourcentage de germination des graines, et sur l'aspect des

plantules.
Les résultats figurent dans le tableau 24 ci-contre.

L'examen de ce tableau fait ressortir l'efficacité du
SN41.703 utilisé aux doses de 120 et 200 g par quintal ; la faculté ger-
minative des graines demeure intacte tandis que les plantules contaminées

ne présentent pas de flétrissement.

On note 8galement une action du VLX, moins importante

cependant que celle du SNL1.703, mais les pourcentage de plantes flétries
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n'atteignent que 20 et 25 %, alors que les plantules contaminées,sans

traitement,des graines flétrissent & 100 %.

Quant aux produits suivants : mangafort, frumine,
captane, aux concentrations de 120 et 200 g/q, on remarque une efficacité

trés moyenne puisque 60 % des plantes sont flétries.

Par contre, le benlate en enrobage 4 120 et 200 g/q
diminue le pouveir de germination des graines et se révéle inefficace

contre le P. tracheiphilum

Le tébuzate et le TMID ne figurent pas dans le tableau
des résultats car leur phytotoxicité a trés vite emp&ché le déroulement
des contaminations ; en effet, les plantes étaient rabougries et étiolées,

nous n'avons pu analyser les résultats obtenus.

Notons également qu'avec le SNU1.703 aux doses utilisées
le feuillage est tacheté de brun, ce qui pourrait traduire une phytoxicité

du produit.

-

Ces résultats ne sont que partiels car réalisés unique-
ment en culture in vitro. Il serait intéressant de vérifier le caractére
systémique de ces produits par voie chimique ou biologique, avant de tester

leur efficacité en champ.
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QUATRIEMNE PARTIE

INTRODUCTION AUX CHAPITRES I ET 11

A notre connaissance, peu de travaux font part d'obser-
vations histologiques concernant le Pythium tracheiphilum dans les racines

de Laitues.

Seul MATTA (1965) remarque, dans les tissus de racines,
le parasite sous forme d'hyphes mycéliens flexibles dans les vaisseaux
du xyléme et observe sa forme conidienne dans l'épiderme de la nervure de
la feuille. Ces observations sont réalis@es sur des racines et des plantes

feuillées contaminées artificiellement.

Nous nous proposons donc dans cette quatriéme partie de
montrer la présence du Champignon dans les &léments du tissu conducteur de
la racine, et de mettre en évidence par des réactions histologiques et

cytochimiques quelques réponses des tissus atteints.
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CHAPITRE I

MISE EN EVIDENCE DE L'AGENT PATHOGENE DANS LES TISSUS

DE LA PLANTE - HOTE

Aprés avoir décrit les techniques utilisées, et l'ana-
tomie d'une racine saine, nous exposerons les différents r&sultats fournis

par les colorations .

I. TECHNIQUES,

Nous préciserons quelques aspects des techniques de fixa-
tion et de coloration; celles-ci font l'objet de descriptions détaillées

dans les précis de microscopie et de mycologie de LANGERON (1949).

1) Prélévement
Nous avons prélevé des &chantillons de racines de Lai-
tues dgées de 20 jours environ, contaminées par voie naturelle ou artificiel-

le, ainsi que des racines de Laitues saines.

2) Fixation :

Nous avons eu recours au mélange fixateur :formol neutra-
lisé 40 %, alcool 50°, acide acétique dans les proportions respectives
suivantes : 6,5 ml, 100 ml et 3,5 ml. Ce fixateur ou "fixateur de Westbrook"

assure également la conservation du matériel.
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3) Obtention des coupes ;

Des coupes longitudinales et transversales a main levée
ont été réalisées a partir des lots de racines saines et malades. Nous
avons également eu recours 3 la technique du microtome & paraffine mais
1'emploi de cette méthode nous a trés vite posé des problémes ; en effet,
le calibre important des racines &tudifes, ainsi que la dissociation des

tissus nécrosés provoquent une mauvsise inclusion.

L'utilisation du microtome & congélation nous a fourni

quelques coupes longitudinales, que nous avons colorfes et observées.

4) Colorations :

Nous avons eu recours i différents types de coloration
afin de mettre en &vidence le Champignon dans les racines, ainsi que pour
préciser les aspects anatomiques des racines saines et les modifications

apportées par le parasite.

5) Observations

Elles ont été effectuées au microscope LEITZ ORTHOLUX,

équipé d'une chambre claire et d'un appareil automatique de microphotogra-

phie ORTHOMAT.

II. ANATOMIE DE LA RACINE SAINE

Une coupe transversale de racine (figure 9 ) montre de

l'extérieur vers l'intérieur, la structure suivante

-~ l'assise périphérique ou assise pilifére constituée par une rangée de
cellules plus ou moins en lambeaux ;

__— une couche de liége d'é&paisseur variable formé de cellules mortes redul*

tes & leur paroi comstituée de subérine ; ces cellules ont des formes irré-
guliéres et se colorent en vert sale par le mélange carmin aluné-vert

d'iode ;

- un parenchyme cortical ;

-~

- un endoderme difficile a observer.

L'ensemble de ces tissus constitue ce que l'on appelle
1'écorce de la racine qui entoure le cylindre central (planche II, photo 2)

celui-ci comporte
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-~ - . .
- le phlo€me primaire représenté par quelques massifs de cellules plus ou
moins écrasées ;

- le liber ou phloéme secondaire, une couche assez épaisse dont les
cellules sont identiques et réguliérement alignées selon les rayons. On y
observe vers l'extérieur des laticiféres en réseau, articulés, anastomosés ;

- 1l'assise génératrice libéro-ligneuse ou cambium ;

- le xyléme secondaire ou bois comprenant les cellules du parenchyme et les
vaisseaux dont la paroi imprégnée de lignime se colore en vert par le vert

d'iode ; des files de cellules i parois cellulosiques colorées en rouge par
le carmin aluné représentent les rayons ligneux ;

- le parenchyme médullaire qui occupe le centre de la coupe.

I1 est & noter que nous n'observons plus de xyléme pri-

maire sur ces coupes.

IIT. MISE EN EVIDENCE DE L'AGENT PATHOGENE

1) Méthodes de colorations

La recherche du parasite & l'intérieur des tissus de
1'hdte s'effectue & l'aide de colorations plus ou moins spécifiques. Nous

avons utilisé les colorations suivantes

a) bleu cotfon acitique :
Le bleu coton C4B de POIRRIER en solution aqueuse 0,5 %,
légérement acétique colore en bleu les &léments fongiques, la paroi des

vaisseaux restant incolore.

b) bleu tryptan 0,1 % dans Le Lactophinol :
‘ Les hyphes myc&liens sont colorés en bleu. Les tissus

de 1'hdte demeurent incolores.

¢} bleu coton-sagranine :

Cette double coloration s'effectue de la maniére sui-
vante : les coupes sont passées 10 minutes dans une solution de bleu coton
34 0,5 % dans le lactophénol ; elles sont ensuite lavées au lactoph&nol ou
8 1'alcool & T0° afin d'éliminer l'exc€s de bleu coton, puis contre-colorées
pendant 10 minutes dans une solution de safranine & 1 % dans l'eau distil-
1ée. Aprés lavage & 1l'alcool & T70°, 3 90°, puis déshydratation par 1l'alcool

absolu, les coupes sont &claircies au xyléne, et enfin montées dans le
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Baume du Canada. Le Champignon se colore en bleu, alors que les &léments

ligneux se colorent en rouge.

d) nouge Magdala - vent Lumigrhe (méthode de DICKSON)

Les coupes sont traitées pendant 15 minutes par le rouge
de Magdala 3 2 % dans l'alcool & 85°, lavées 3 1l'alcool i 95° puis colorées
1 minute par le vert lumidre 3 2 % dans l'eugénol. Aprés déshydratation a

1l'alcool absolu, les coupes sont montées dans le Baume du Canada.

Les tissus de 1'hdte apparaissent vert, le myc&lium du

Champignon,rouge.(Figures 10 et 11).

e) brun bismanck - violet de méthyle :

La coloration est la suivante : 1 & 2 minutes dans le
brun Bismerck 3 2 % dans l'alcool & T0°, lavage & 1l'eau distillée, colo-
ration pendant 2 minutes dans le violet de méthyle en solution aqueuse

saturée.

Les hyphes mycéliens se colorent en violet et les parois

lignifiées en jaune a brun.

§) thionine - vent Lumidre - orange G - Brythrosine :

Les coupes sont d'abord traitées pendant 1 heure par une
solution aqueuse de phénol & 45 % contenant 0,1 % de thionine. Apfés rin-
cage 3 l'eau distillée, les coupes sont passées dans une solution de vert
lumidre & 0,5 % dans l'alcool 3 95° jusqu'a coloration verte, rincées 3
l'eau distillée, & 1l'alcool 95° et dans deux bains successifs d'alcool ab-

solu.

Les préparations sont colorées par le mélange orange G
dans l'alcool absolu (1 part) - érythrosine & saturation dans eugénol (2

parts), éclaircies au xylol et montées au Baume.

La cutine et la paroi des spores se colorent en jaune, la
cellulose en jaune rosé, le cytoplasme en rose, la lignine en vert, la

lamelle moyenne en rouge, les hyphes et les spores du champignon en violet.



FIGURE 10

A - COUPE TRANSVERSALE DANS UNE RACINE DE LAITUE INFECTEE PAR LE
PYTHIUM TRACHEIPHILUM '

hyphesmycéliens (hm) ; inuline (i) dans les vaisseaux (v),

désorganisation des cellules du parenchyme ligneux.

rouge de Magdala, vert lumiére.

B - COUPE TRANSVERSALE DANS UNE RACINE DE LAITUE INFECTEE PAR LE
PYTHIUM TRACHEIPHILUM

rouge de Magdala, vert lumiére.
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Hyphes mycéliens, inuline dans les vaisseaux
(Coupe transversale de racine infectée)

Hyphes mycéliens, inuline dans les vaisseaux
(Coupe transversale de racine infectée
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FIGURE 11

A - COUPE LONGITUDINALE DANS UNE RACINE DE LAITUE INFECTEE PAR

LE PYTHIUM TRACHETPHILUM

hyphes mycéliens (hm) ; inuline (i) dans les vaisseaux (vr)

rouge de Magdala, vert lumidre.

B ~ COUPE LONGITUDINALE DANS UNE RACINE DE LAITUE INFECTEE PAR
LE PYTHIUM TRACHEIPHILUM

rouge de Magdala, vert lumiére.
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Hyphes mycéliens, inuline dans les vaisseaux
(Coupe longitudinale de racine infectée)

7

{ Hnud

Hyphes mycéliens dans les vaisseaux "\uu:i)
(Coupe longitudinale de racine infectée)
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2) Résultats obtenus

Les résultats des méthodes de coloration sont les

sulvants

a) les colorations au bleu coton acétique et au bleu lactique ont mis
en évidence des hyphes mycéliens bleus dans les vaisseaux du bois, la

paroi lignifiée des vaisseaux est jaune verddtre (plancheII, photo 1) ;

b) la méthode bleu coton safranine colore en rouge@tre les €léments li-

gneux du xyléme, le Champignon apparalt bleu violacé ;

¢) l'association rouge Magdala ~ vert lumiére provogue une coloration
rougedtre du Champignon, les parois lignififes apparaissent jaune rouged-
tre, les parois cellulosiques vertes. Bien que le rouge de Magdala ne
colore pas, de facon spécifique, les &léments fongiques, cette méthode
met en évidence les zones infectées qui se colorent en rougedtre

(planche II, photos 3 et 4) ;

d) la coloration brun Bismarck ~ violet de méthyle ne permet aucune diffé-
renciation entre les tissus de la racine et l'agent pathogéne ; de plus

elle détruit l'organisation des tissus de la racine ;

e) la méthode thionine - vert lumidre - orange G &rythrosine nous a fourni
les résultats suivants : le Champignon apparalt violet, la paroi lignifiée

des vaisseaux verte et la paroi cellulosique rose.

Ces coupes permettent de préciser le détail des manifes-
tations du parasite : celui-ci est présent dans les vaisseaux ligneux ;
selon la gravité de l'attaque, les vaisseaux sont plus ou moins envahis
par le mycélium qui se localise surtout dans les vaisseaux proches de
1l'assise génératrice libéro-ligneuse. En cas de forte attague, le parenchy-
me médullaire est profondément désorganisé ; la cavité médullaire ainsi

formée est colonisée par les hyphes du Pythium tracheiphilum.

Dans tous les cas, on observe une désorganisation au ni-
veau des tissus malades et un brunissement intense de la zone des valsseaux
et des cellules parenchymateuses atteintes ; dans les vaisseaux du bois
et dans les cellules du liber, on remarque la présence de substances dont la

nature a été identifife dans la suite de ce travail.
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CHAPTITRE I 1

MODIFICATIONS HISTOLOGIQUES CHEZ LA PLANTE-HOTE

Dans les racines des laitues atteintes par Pythium tra-
cheiphilum, nous observons des modifications importantes des tissus
- formation: et accumulation de substances dans les vaisseaux des racines
malades ;

- développement d'un anneau orangé-brundtre au niveau des vaisseaux et
du parenchyme ligneux.

Les travaux concernant les maladies vasculaires nous mon-
trent que l'infection provoque souvent une réaction de gommose. Les subs-
tances obstruant les vaisseaux peuvent &tre des pectines, des gels, des
gommes, des polysaccharides a haut poids moléculaire. PERESSE (1975) obser-—

ve ce phénoméne de gommose dans les racines et les tiges d'oeillet para-
sit&s par le Phiglophora cinerescens (Wr) Van Beyma. Selon DIMOND et coll.
(1949), de nombreux Champignons produisent des polysaccharides extracel-
lulaires qui sont libérés dans les vaisseaux. Des gommes et des gels plus
ou moins abondants selon les plantes atteintes envahissent les valsseaux

et le parenchyme ligneux (DIMOND, 196L4).

I. IDENTIFICATION DES SUBSTANCES OBSTRUANT LES VAISSEAUX

Nous avons donc ,dans un premier temps,utilisé les métho-

des de détection des gommes dans les racines malades, afin de vérifier si
9
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dans le cas particulier des racines de Laitues il pouvait s'agir de ces

composés.

1) MBthodes de détection des gommes :

Nous avons remarqué précédemment que les substances obs-
truent les vaisseaux sont colorées en vert par le vert lumiére, dans la
méthode rouge Magdala - vert lumidre. Ces substances sont mises en évidence par

les méthodes suivantes

alrouge de ruthénium :
Les coupes, fixées 4 l'alcool, sont traitées pendant
30 minutes dans une solution aqueuse de rouge de ruthénium (JOHANSEN,

1940).

L'ensemble de la coupe se colore en rouge, seule la paroi
des vaisseaux lignifiés n'est pas rouge. Les substances présentes dans les
vaisseaux ne se colorent pas par cette méthode. Ce colorant souvent consi-
d8ré comme spécifique des matidres pectiques, met en évidence la présence
de fonctions acide carboxylique que possédent la plupart des substances pec-
tigques et n'est de ce fait pas spécifique (CLOWES et JUNIPER, 1968).

b) hématoxyline de Delafield :

Cette méthode de coloration, spécifique des gommes, donne
les résultats suivants : les parois lignifiées apparaissent brundtres, le
champignon se colore en violet, et les substances obstrant les vaisseaux

ne sont pas colorées (planche III, photo 7).

¢) acide pérniodique Schifg (A.P.S. JENSEN, 1962)
Cette réaction permet de caractériser les polysaccharides,

colorés en rouge par le réactif de Schiff.

- Principe : l'acide périodique, agent oxydant rompt les
liaisons entre 2 carbones de certains groupes en faisant apparaltre des
aldéhydes, ces aldéhydes forment en présence de fuchsine basique décolorée
par 1l'acide sulfureux (réactif de Schiff), un produit de condensation de

couleur rouge.

Des coupes de racines saines et malades traitées par 1'A.P.S. fournissent

les résultats suivants
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- les parois lignifiées des vaisseaux non contaminés sont treés peu colorées
par 1'A.P.S., par contre celles des vaisseaux infect@s sont rouge vif ;

-~ la substance présente dans les vaisseaux prend une teinte rouge trés
intense ;

~ la coloration est également importante au niveau de la cavité médullaire
dans les cas de forte attaque (planche III, photo 2).

d) test de souwstraction des composés polysaccharnidiques :

Des tests de soustraction des composés polysaccharidiques
ont 8té effectués avant la coloration 3 1'A.P.S., afin de v&rifier la nature
de ces composés. Aprés passage de quelques minutes dans une solution de
soude, la coloration rouge, due 3 1'APS, au niveau des substances présentes
dans les vaisseaux ne subsiste pas ; de méme un passage de 12 heures dans

une solution d'oxalate d'ammonium fait disparaltre la coloration rouge.

e) discussion et conclusion :

Les différentes réactions cytochimiques que nous venons
de décrire nous permettent de conclure que
- les substances présentes dans les vaisseaux sont des substances de nature
polysaccharidique : A.P.S. positif ;

- elles sont solubles dans l'eau, en effet le passage d4 l'eau de javel,
la technique utilisée par l'utilisation du microtome 2 congélation, les
tests de soustractions des composés polysaccharidiques les dissolvent ;

- ces substances ne sont cependant pas des gommes : la réaction "spécifique”
est négative, de plus les gommes sont insolubles en milieu aqueux.

En outre, nous avons noté la présence de ces substances
polysaccharidiques également dans le liber et sous forme d'amas dans le
parenchyme cortical des racines malades ; leur présence est peu fréquente

dans les racines saines.

Nous avons alors &mis 1'hypothése que ces composés poly-—
saccharidiques pouvaient 8tre des cristaux d'inuline constituant des subs-
tances de réserve dans les racines de nombreuses Compos&es. Cette hypothése

a 8té vérifide par différentes méthodes.

2) Caractérisation de l'inuline

Cette substance est soluble dans l'eau.

Elle précipite sous forme de sphérocristaux en présence
d'alcool : apreés passage dans le fixateur de Westbroock, on observe en

coupe longitudinale et transversale des cristaux.
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Vus entre nicols croisés, ces cristaux sont biréfringents
et traversés par une croix noire (ligne neutre). Nous avons en outre effec-

tué les réactions cytochimiques suivantes

a) néaction de Molisch :

Les coupes sont placées dans une solution alcoolique
d' o naphtol & 10 % sur la lame porte-objet ; nous ajoutons une goutte
d'acide sulfurique concentré ; nous recouvrons la coupe d'une lamelle et
chsuffons légérement. L'inuline présente dans les vaisseaux du bois, dans
les cellules du liber, dans la cavité centrale de la moé€lle se colore en

violet foncé (planche III, photo 3).

Cette réaction caractéristique s'interpréte ainsi : sous
1l'action de l'acide sulfurique concentré, l'inuline se transforme en déri-~
vés du furfural ; la dégradation se poursuit et conduit 3 des aldéhydes
inférieurs. Ces dérivés se condensent avec les phénols (o naphtol dans ce

cas) et donnent des produits colorés caractéristiques des oses.

b) solution Lodo-iodurie :
En présence d'iode, ces cristaux ne donnent aucune

coloration.

¢} néaction de Green (modification de La réaction de SZLivanofg) :

Les coupes sont traitées par une solution alcooligue
d'orcinol puis chauffées dans l'acide chlorhydrique. La présence d'inuline

est mise en évidence par une coloration rouge orangé.

Le mécanisme de la réaction est le suivant : en présence
d'acide chlorhydrique, il se forme aux dépens du fructose, du L4-hydroxy-
méthylfurfural qui se condense avec l'orcinol en donnant un produit colo-

Pd
re.

d) reaction d La Liqueuwr de Fehling

Les oses réducteurs par leur fonction pseudoaldéhydiques
ou pseudocétoniques donnent & chaud un précipité rouge brique 4'oxyde
cuivreux Cuy0 en présence de la solution alcaline d'hydroxyde cuivrique

CuO HyO. L'inuline ne réduit pas la liqueur de Fehling.
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e) conclusion et discussion :

Ces réactions caractéristiques de 1l'inuline sont toutes
positives. Cette substance est un composé dont la présence est normale dans
les racines de Laitue. Les cristaux d'inuline deviennent beaucoup plus
abondants aprés l'infection et se localisent principalement dans les &1é-
ments conducteurs : vaisseaux du bois, &léments du liber, ainsi que dans
la cavité médullaire alors que pour les tubercules de dahlia et de topi-
nambour, l'accumulation se fait dans le parenchyme ligneux ; dans ces vé-
gétaux l'hydrolyse de l'inuline conduisant au D—fructose et 3 une petite

proportion de D—glucose se fait par une enzyme l'inulase.

Des questions se posent : pourquoi y-a-t-il accumulation

d'inuline dans les &léments conducteurs des tissus malades ?
L'inuline n'est-elle plus transformée par l'inulase ?

Le Champignon agirait-il sur le systéme enzymatique
de la plante *?

IT. MISE EN EVIDENCE DE COMPOSES PHENOLIQUES

La présence du Champignon dans les tissus de la plante
se manifeste également par une accumulation de substances brunes dans les
cellules du parenchyme ligneux autour des vaisseaux envahis. Il en résul-
te que les parois lignifiées des vaisseaux atteints présentent uné couleur

différente de celle des vaisseaux sains.

Ce brunissement des vaisseaux et du parenchyme ligneux
s'observe souvent dans les trachéomycoses et des hypothéses ont &té for-

mulées afin d'expliquer l'origine de ce phénomene.

Selon BERG (196L), la coloration des vaisseaux de toma-

tes infectés par le Verticilliwm serait due 3 des dérivés phénoliques oxydés

et polymérisés. De méme DAVIS et coll. (1953) attribuent ce brunissement
a4 l'oxydation et 3 la polymérisation des di-hydroxyphénols ; des pigments
mélanoides se formeraient en raison de 1'augmentation des substances

phénoliques et de l'activité oxydative. Nous avons effectué des réactions
plus ou moins spécifiques des composés ph&noliques sur les racines saines

et sur les racines malades.



116

1) Réaction au bichromate de potassium 4 1 % dans

l'egu distillée ;

Cette réaction caractérise les tannins. Elle n'est pas
spécifique; les polyphénols, les aminophénols, les polyamines, en position
ortho ou para, répondent & ce test. Nous observons au niveau du cambium et
des vaisseaux ligneux et libériens, une coloration jaune brunatre & brun

rouge, aussi bien avec les plantes saines qu'avec les plantes malades.

2) Bichromate et iodate de potassium alcalin en
solution neutre (LISCN 1960)

Nous avons utilisé les réactifs suivants

MULLER REGAUD LISON
—— — —_—
Bichromate de potassium 2,5 g 2,5 g
Sulfate de sodium 1g
Iodate de potassium 5 g
Formol 10 ml 20 ml 10 ml
Eau distillée 90 ml 80 ml 90 ml

Résultats : les coupes saines présentent une coloration jaune clair, les
- racines malades par contre montrent une coloration jaune brun8tre i orangé
au niveau des vaisseaux atteints et de l'assise génératrice libéro-ligneuse.
Ce test est donc positif chez les plantes malades, ce qui permet de penser gque

la présence de composés phénoliques est bien une réaction pathologique de 1'hlte

3) Réaction avec le perchlorure de fer

~

Le perchlorure de fer & 10 % dans l'eau distillée donne

une coloration vert-bleu avec les O-diphénols.

Les coupes malades traitées au perchlorure présentent une
coloration brune plus accentufe qu'avec les coupes témoins saines, ce qui lais-
se supposer que les tissus des racines infectées contiendraient des alcaloi-

des phénoliques en plus grande quantité que les tissus sains.
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I4) Discussion et conclusion :

Il paralt vraisemblable que le brunissement de la zone
proche des vaisseaux infectés soit 4l & 1l'oxydation de certains polyphé-
nols. Cette oxydation pourralt &tre déclenchée soit 34 la suite d'une mo-
dification de 1'équilibre acido-basique dans les cellules provoquée par
la présence du parasite, soit par l'action des enzymes oxydatives produi-

tes par le parasite.

Dans le cadre de recherches futures, il conviendrait
d'étudier qualitativement et surtout quantitativement l'action du Champignon
sur la dégradation des parois lignifiées des vaisseaux, afin de mieux com-—
prendre les modifications histologiques traduites par des réactions diffé-

rentes en présence de ce parasite.

III. ACTION DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM SUR LA DEGRADATION DES PAROIS
LIGNIFIEES DES VAISSEAUX
L'aspect du bois, sa composition chimique sont affectés
par le Pythium tracheiphilum dont l'activité, sans doute enzymatique, s'exer-

ce sur les composants des parois.

Nous avons &tudié qualitativement l'action de l'agent
pathogéne sur la lignification et la dégradation de la lignine dans les

valsseaux.

1) Méthode des colorations
a) coloration des complexes Lignifiants :

Nous avons effectué les colorations suivantes sur les

racines saines et sur les racines malades.

- réaction de Malile (JOHANSEN, 1940) : les coupes sont
traitées par une solution aqueuse & 1 % de permanganate de potassium, puis
lavées & l'eau distillée ; elles sont ensuite immergées dans 1'acide chlorhy-
drique & 25 % jusqu'a décoloration compléte des tissus, puis soumises a

1'ammoniaque.
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Les composants ligneux des vaisseaux se colorent en rouge orangé, alors

qu'ils sont brunitres dans le cas de vaisseaux infectés.

- phloroglucine (JOHANSEN, 1940) : les coupes sont passées

dans le phloroglucinol & 1 % dans l'alcool 95° pendant 5 minutes et mon-—
tées dans le phloroglucinol additionné de quelgues gouttes d'HCl. La
paroi des vaisseaux sains est colorée en rouge cerise alors que celle des

vaisseaux infectés est orange.

- fast_green FCF : les coupes sont colorées pendant
30 minutes par une solution aqueuse de Fast green 3 0,1 %. Les vaisseaux
attaqués présentent des colorations vert-brun plus péales que celles ob-

servées sur les vaisseaux sains.

- rouge _de méthyle (JOHANSEN, 19L40) : 2 une solution

aqueuse & 0,01 % de rouge de méthyl, on ajoute de la soude afin de la
rendre jaune. Traités par cette solution en présence 4'HCl concentré, les
tissus lignifiés des racines saines prennent une teinte rouge, les tissus

malades se colorent en brun orangé.

b} composis pectiques :
Le rouge de ruth&nium colore en rouge la membrane des
vaisseaux sains et du parenchyme ligneux, les vaisseaux les plus attaqués

prennent une coloration jaune orangé.

e) conclusion et discussion :

Des réactifs moins spécifiques, ainsi que le réactif de
Mailile font spparaltre des différences nettes d'intensité de coloration des
vaisseaux attaqués ou non. Ces différences laissent supposer que le para-
site agit sur la lignine, et peut €tre aussi sur les composants pectiques

de la membrane.

De facon générale, les colorations plus claires traduisent
un déficit en lignine des vaisseaux infecté&s, résultant soit de sa destruc-

tion par le parasite, soit de 1l'absence de synthése par 1'hste.
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2) Microscopie de fluorescence

L'examen de la fluorescence naturelle ou celle induite
par les fluorochromes a été faite au microscope Reichert & fluorescence,

équipé d'une lampe 3 mercure avec filtre d'excitation BG 12/2 mm.

glucrescence induite ou secondaire :

A Nous avons utilisé le "calcofluor white ST", fluoro-
chrome, colorant vital, & la concentration de 0,0025 % dans le milieu de
culture, pour la mise en évidence de la cellulose et des hémicelluloses ;
nous avons observé une fluorescence bleue trés intense au niveau du
parenchyme cortical, du liber, de l'assise génératrice libéro-ligneuse
et du contenu de certains vaisseaux du bois, lorsque la coupe est &clairée

par une lumidre ultra-violette & 350 nm.

Nous avons eu recours au bleu d'aniline en solution basi-
que pour la recherche de la callose et nous avons observé une fluorescence

localisée au niveau des vaisseaux du bois.

les résultats fournis par la microscopie de fluorescence
ne nous ont pas permis d'observer de différences dans la composition des
parois au niveau des coupes, entre les racines saines et les racines en-

vahies par le Champignon.

CONCLUSION

Les observations histologiques nous ont montré que le
parasite est présent dans les vaisseaux du bois des racines malades sous

forme d'hyphes mycéliens.

Nous avons mis en &vidence la présence de composés phé-
noligques au niveau des cellules du parenchyme ligneux, au niveau des cellu-

les de l'assise génératrice libéro-ligneuse.

La présence du Champignon dans les tissus de 1'hGte s'ac-
compagne de l'accumulation d'inuline dans les &léments conducteurs, tissus

du liber et vaisseaux du bois.
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Dans les cas de forte attague, on observe la destruc-
tion et la désorganisation des tissus du parenchyme médullaire et on

note l'accumulation d'inuline dans la cavité médullaire ainsi formée.
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CONCLUSTIONS GENERALES

Pour comprendre les causes et l'évolution de la mala-
die du flétrissement de la Laitue due au Pythium tracheiphilum, nous

avons entrepris une double expérimentation.

La premiére au laboratoire, pour isoler l'agent et,
par sa culture im vitro, étudier l'ensemble des facteurs nutritionnels et

physiques qui favorisent son développement.

La seconde, conduite en plein champ, était destinée &
analyser les causes de l'infection puis l'évolution de la maladie sous des

conditions naturelles.

Dans un premier temps, il a &té &tabli que le Eythium
tracheiphilum croit et se multiplie abondamment en présence de glucose,
de fructose, de maltose, tandis que le ribose et le raffinose, bien que
favorables 3 la formation des sporocystes, ne permettent qu'une croissance
limitée. La reproduction sexuée aboutissant & la formation des zygotes se
produit quelle que soit la nature des glucides utilisés mais est plus
sensible 4 leur dose. Elle ne se produit que pour des taux de carbone com-
pris entre 2,8 et 6 g par litre, tandis que la croissance et la formation

des sporocystes sont encore actives entre 2 et 8 g par litre.
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De la méme maniére, la croissance, la multiplication
végétative et la reproduction sexuée de Pythium tracheiphilum sont dépendan-—

tesde la nature de l'aliment azoté.

A la dose de 150 mg par litre, l'azote du nitrate de
potassium, de l'alanine, de l'asparagine convient trés bien pour ces trois
étapes essentielles du développement, alors qu'd la méme dose, la leucine

inhibe la formation des organes sexués.

Au cours d'expériences portant sur les effets des
- différentes doses d'azote, nous avons remarqué que cet organisme exige
pour former ses zygotes des quantités d'azote plus élevées que pour croitre

et former ses sporocystes.

Il en résulte que les rapports carbone/azote compris
entre 17 et 34 permettent une bonne formation des zygotes. Au-deld de
ces valeurs, on peut avoir croissance et méme une asbondante formation de

sporocystes alors gque les zygotes ne_ se forment plus.

Comme pour de nombreuses autres Pythiacées, 1'apport
de stérol exogéne est indispensable lors de la formation des oocystes et
des spermatocystes ; ceux-ci sont produits sur des milieux 4 base de farine
d'avoine non filtrée et sur milieux synthétiques complémentés par des sté-
rols. Nous avons montré que le cholesté&rol, le B-sitostérol, le T-déhydro-
cholestérol, le palmitate de cholestérol induisent la reproduction sexuée
du Pythium tracheiphilum ; par contre l'ergostérol est inefficace. Nous
avons mis en évidence l'influence de composés de nature vraisemblablement
stérolique présents dans les tissus de Laitue, sur la formation des zygo-

tes du Champignon.

En ce qui concerne les facteurs physiques, des tempé-
ratures comprises entre 10 et 18°C favorisent a la fois la croissance, la
multiplication et la reproduction sexu€e. Pythiwnm tracheiphilum fait partie
des photoindifférents pour lesquels la lumiére n'exerce aucun effet sur la

reproduction sexuée.
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Nous avons ensuite porté une attention particulidre
d la germination des sporocystes et des zygotes &tant donné le rdle qu'ils

peuvent jouer dans le d&clenchement du processus infectieux.

La germination des sporocystes a lieu trés aisément
sur les différents milieux de culture par &mission de 1 & 5 tubes mycéliens
par sporocyste. Mals curieusement, nous n'avons jamals observé dans nos
cultures les planoconidies décrites par MATTA 3 partir de racines de
Laitues.

Des températures comprises entre 18°C et 24°C, des
pH entre 5,5 et 7,5, un préséjour dans l'eau de 36 heures sont des condi-

tions optimales pour la germination des sporocystes.

Enfin, le pouvoir germinatif des sporocystes est consi-
dérablement réduit si ceux-ci proviennent de cultures 3gées de plus de
4 mois. Ces résultats conduisent donc i penser que le rdle des sporocystes
est faible dans la conservation de la maladie d'une année & l'autre, tandis
qu'ils auraient la possibilité de jouer un rdole important au cours des

3 P-4 -~ -~ -
semls répétés sur un meme champ, la meme année.

Le rdle primordial des zygotes dans la conservation de
la maladie d'une année 3 1l'autre méritait une étude approfondie des facteurs
déclenchant leur germination. Ceux produits par le Pythium tracheiphilum
n'échappent pas au phénoméne de dormance décrit par de nombreux auteurs.
Pour obtenir la levée de cette dormance, nous avons appliqué les procédés
classiques décrits notamment par SUSSMANN (1965), et utilisé de multiples
conditions de milieux,de températures. Malgré nos efforts, aucun résultat
positif n'a &té obtenu sur ce point, perdant ainsi la possibilité de

comprendre les conditions de germination de ces spores dans le sol.

Au cours de nos essails en plein champ, par la mise
au point d'une méthode expérimentale précédemment testée avec succeés sur
des cultures axfniques de Laitues, nous avons pu reproduire les symptdmes

de la maladie et cerner les principaux facteurs de son &volution.

Ainsi, il apparalt que la plante est trés sensible du-

rant les jeunes stades de son développement mais la fonte de semis qui en
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résulte passe inapergue au sein d'une population considérable de jeunes
Laitues dont la plupart seront &liminées au cours des opérations de sar-
clage. La forte humidité du sol, qu'elle résulte de pluies orageuses
d'été ou d'arrosages excessifs, est le facteur primordial de la réussite

de 1l'infestation.

Pour des contaminations plus tardives, vers le
28&me jour, ou dans des conditions moins favorables au développement de la
maladie, le P. tracheiphilum s'installe dans les vaisseaux du bois comme
nous le démontrons au cours de la derniére partie, et y détermine une
trach@omycose plus ou moins grave. Le flétrissement de la Laitue, surve-
nant 3 ou 4 jours avant la récolte, marque 1l'achévement du processus

d'obstruction des vaisseaux conducteurs.

Si 1'obturation n'est pas compléte, la maladie passe
inapercgue, mais les racines atteintes présentent des nécroses des zones
conductrices. Les zygotes qui s'y formeront maintiendront la maladie pour

les années futures.

Enfin, quelle que scit la nature de l'inocwlum dans
le sol, siphons mycéliens, sporocystes ou zygotes, la décontamination
des terres par le bromure de méthyl permet d'obtenir une culture de Lai-
tue aux racines remarquablement saines. L'application de produits actifs
contre les Pythiwm mais moins onéraux que le fongicide essayé ci-dessus

devrait permettre de réduire le potentiel infectieux des sols.
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PLANCHE I

PYTHIUM TRACHEIPHILUM MATTA

Fragments mycéliens, sporocystes et zygotes : culture sur
milieu gélosé.

1 em représente 15 um”

Figures de germination des sporocystes.

1 cm représente 15 um

Reproduction sexuée : Phénoméne de cystogamie.

1 cm représente 10 um

Reproduction sexuée : Phénoméne de cystogamie.

1 cm représente 8 um
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PLANCHE TII

SYMPTOMES HISTOLOGIQUES DE LA TRACHEOMYCOSE DE
LA LAITUE

Coupe transversale dans une racine de Laitue infectée par P. tra-
cheiphilum Matta. :

Observer, dans les vaisseaux, les sections d'hyphes mycé&liens

et l'accumulation d'inuline.

1 cm représente 20 um

Coupe transversale dans une racine saine de Laitue.

1 em représente 25 um

Coupe transversale dans une racine infectée par P. tracheiphi-
Llum Matta.
Observer les cristaux d'inuline dans les vaisseaux du bois.

1 cm représente 20 um

Coupe longitudinale de racine infectée par P. tracheiphilum
Matta.

Observer les hyphes mycéliens et les cristaux d'inuline dans
les vaisseaux.

1 cm représente 25 um
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