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I N T R O D U C T I O N  

Les maladies vascula i res  ou trachéomycoses sont causées par  

des Champignons qui  r e s t e n t  l oca l i s é s  principalement dans l e  xylème de l e u r  

hôte,  durant l a  plus  grande p a r t i e  de l eu r  pathogenèse. Le syndrome carac- 

t é r i s t i q u e  e s t  un dépérissement plus  ou moins rapide du végéta l .  

Parmi l e s  trachéomycoses, l e s  p lus  é tudiées  sont  l e s  fusa- 

r i o se s  dues au fisarizun oucysporwn ( ~ c h l . )  Snyder e t  Hansen e t  l e s  v e r t i c i l -  

l i o s e s  dues au VerticiZZiwn aZbo-a tm Reinke e t  Berth. e t  au VerticiZZiwn 

dahZiue Klebs., ces maladies a f fec tan t  de nombreuses cu l tu res  dans l e  mon- 

de. 

Cependant, malgré de nombreux travaux, l a  l u t t e  contre ce 

type de pa ra s i t e  demeure d i f f i c i l e  e t  1 'usage de fongicides endothérapiques 

ne semble pas résoudre tous l e s  problèmes. 

La présente étude concerne une maladie de ce type : l a  

trachéomycose de l a  Laitue due auPythiwn tracheiphiZwn Matta; c e t t e  maladie 

cause d'importantes pe r t e s  dans l e s  cu l tu res  maraîchères. 

La  systématique des ~ y t h i a c é e s  a f a i t  1 'obje t  de nombreuses 

études ( t ravaux de MIDDLETON, 1943 ; de SIDERIS, 1932 notamment ) . D'autres 

chercheurs parmi l esque ls  J .A. LEAL, J . FRIEBD, J .P. HOLJLIDAY , J .W. HENDRIX, 

C . G .  ELLIOTT, R . H .  HASKINS se sont in té ressés  à l a  solut ion des problèmes 

l i é s  a l a  reproduction des ~ ~ t h i a c é e s .  Ces recherches ont fourni  des éléments 

permettant de r é a l i s e r ,  sur des milieux chimiquement d é f i n i s ,  l e  cycle com- 

p l e t  des Pythiwn. Cependant, l a  l u t t e  contre ces agents pathogènes e t  notam- 

ment Pythium tracheiphiZum demeure souvent insuf f i san te  . 



Le présent t r a v a i l  a é t é  r é a l i s é  en col laborat ion avec l e  

Cercle des Maraîchers e t  Arboriculteurs de l a  Ceinture Nord-Ouest de Par i s  

qui ,  à l a  su i te  de s  sévères a t taques  dues aupythiurn tracheiphiZwn durant 

l ' é t é  1969, nous a proposé d '  approfondir quelques aspects de l ' é t ude  épidé- 

miologique de l a  maladie. 

La première pa r t i e  de notre t r a v a i l  concerne l e s  symptômes 

e t  l e s  condit ions de l a  maladie, l e s  caractères  de l a  systématique des Pythium, 

l e s  caractères  morphologiques du Pythium tracheiphilwn Matta. 

La deuxième p a r t i e  t r a i t e  des besoins n u t r i t i f s  du Champi- 

gnon e t  de l ' i n f l uence  de fac teurs  i n t e rnes  e t  externes s u r  l'accomplissement 

du cycle du P. tracheiphilwn. Nous étudions successivement l e s  conditions 

favorables à l a  croissance du t h a l l e ,  à l a  germination des sporocystes e t  des 

oospores . 
La troisième p a r t i e  e s t  consacrée à l ' é t u d e  épidémiologique 

de l a  maladie ; l e s  r e l a t i ons  hôte-parasi te sont é tudiées ,  d'une p a r t  à par- 

tir de cul tures  i n  v i t r o ,  d ' au t re  p a r t  à l a  s u i t e  d ' inoculat ions  expérimen- 

t a l e s  r éa l i s ée s  en champ. 

Dans l a  dernière  p a r t i e ,  nous nous proposons de préciser  

quelques aspects histologiques e t  cytochimiques de l ' invas ion  des t i s s u s  

de racines  par l ' agen t  pathogène. 

Enfin, dans l a  conclusion, nous présentons l e s  r é s u l t a t s  

de nos travaux e t  l e s  perspectives pour des travaux u l t é r i e u r s .  



P R E M I  E R E  P A R T I E  

C H A P I T R E  1 

I. SYMPTOMES DE LA MALADIE 

Dans l e s  cu l t u r e s  de Lai tues ,  P y t h i u m  t r a c h e i p h i Z w n  Matta 

produit  des manifestations pathologiques déc r i t e s  par MATTA e t  GARIBALDI 

dans l eu r s  travaux en 1965. Celles-ci  consis tent  essentiel lement en un f l é -  

tr issement progressif  des f e u i l l e s  de l a  p lan te  en l i a i s o n  avec un brunis- 

sement des vaisseaux du secteur  cau l ina i re  correspondant. Les racines  des 

Laitues malades sont tronquéeset on note,  au-dessus du point  d ' i n f ec t i on ,  

un important développement de racines  secondaires. 

Des coupes longi tudinales  e t  t ransversales  de ces racines 

montrent un bru i ssement  in tense  de l a  s t è l e ,  l e s  t i s s u s  e t  l e s  vaisseaux 

du xylème sont  envahis par l e  rqycélium de l ' agen t  pathogène, tandis  que 

l e s  t i s s u s  externes demeurent s a in s .  

L'agent responsable de c e t t e  trachéomycose f u t  i s o l é  e t  

i d e n t i f i é  par  MATTA (1965) en I t a l i e .  La maladie a é t é  observée en France 

dans l e s  cu l tu res  maraîchères dans l a  va l l é e  de l a  Seine, dans l a  zone de 

Montesson e t  Croissy, a i n s i  que dans l e s  Pyrénées o r i en t a l e s .  

L'évolution des symptômes de c e t t e  maladie e s t  pa r fo i s  

d i f f i c i l e  à suivre dans l e s  cul tures  e t  seu les les  inoculations expérimenta- 

l e s  permettent d ' é tud ie r  avec précision l e  déroulement du processus infec- 

t ieux . 



II. CONDITIONS DE L'EPIDEMIE EN REGION PARISIENNE 

Avant de décr i re  l e s  conditions de s o l ,  l e s  conditions 

météorologiques e t  l e s  condit ions v a r i é t a l e s  para i s san t  favor i se r  l a  mala- 

d i e ,  il convient de résumer l e s  techniques cu l t u r a l e s  pratiquées dans l a  

région où sévi t  l a  maladie. 

Bien ab r i t é e s  des vents par  l e s  co l l i ne s  de Cormeilles-en- 

P a r i s i s ,  l e s  côteaux de Marly e t  l a  f o r ê t  de Saint-Germain, l e s  cul tures  de 

Lai tues  bénéf ic ient  d 'un microclimat favorable au maraîchage. 

Les semis son t  e f fec tués  en p le ine  t e r r e  d2s l e  début de fé- 

v r i e r  e t  échelonnés jusqu'au début d 'août  sur  l e s  d i f f é r en t e s  parce l les .  

Chaque parcel le  f ou rn i t  consécutivement deux r éco l t e s  au cours de l a  sa ison.  

En r a i son  du semis t r è s  dense, un premier sarc lage é l iminatoire  e s t  nécessai- 

r e  dès  que l e s  p lantules  a t t e ignen t  l e  stade 2 à 3 f e u i l l e s .  Un deuxième 

sarc lage,  ef fectué  15 à 20 jours avant l a  r éco l t e ,  dénommé "mise en place 

déf in i t ive"  ne l a i s s e  subs i s t e r  que 12 l a i t u e s  au m2 

1 - Conditions de s o l  : 

La maladie cause d'importantes pe r t e s  dans l e s  champs su r  

s o l  sableux, t rès  perméables, dont l e s  t aux  de matière organique sont souvent 

supérieurs à 3 %, e t  l e  pH vo is in  de 6 ou de 7 .  Les so l s  argi leux plus  

lourds  sont moins favorables à l a  maladie. De p lus ,  ce l l e -c i  s 'observe gé- 

néralement sur des so l s  où l a  cu l tu re  de l a  Lai tue  e s t  renouvelée chaque 

année e t  parfois  depuis p rès  de 25 ans.  Il semble donc que l ' inoculum se  

dans ce type de s o l .  

2 - Conditions météorologiques : 

A p a r t i r  des observations r e c u e i l l i e s  au cours de ces der- 

n i è r e s  années, on peut no te r  q u ' i l  ex i s t e  une r e l a t i o n  en t r e  l e s  condit ions 

de température e t  d'humidité e t  l ' appa r i t i on  des symptômes de f l é t r i s sement .  

Des températures relat ivement basses ( i n f é r i eu re s  à 2 0 ' ~ )  e t  de f o r t e s  pré- 

c ip i t a t i ons  déclencheraient l e  processus in fec t ieux  dans des c h q s  de 

Laitues sur so l s  sableux. 



3 - Conditions va r i é t a l e s  : 

Les va r i é t é s  "Aurélia" e t  "Li l lo ise"  se ra ien t  l e s  plus 

sensibles  à l a  maladie a l o r s  que l e s  Laitues de type"Batavia"résisteraient 

à l ' agen t  pathogène. 

III. BIBLIOGRAPHIE : CONNAISSANCES SUR CETTE MALADIE 

Les travaux r e l a t i f s  à l a  trachéomycose de l a  Laitue e t  à 
- 

l a  descr ipt ion de l ' agen t  pathogène responsable ont  é t é  r é a l i s é s  par 

BIRAGHI, MATTA, GARIBALDI en I t a l i e  e t  MENTION en France (travaux non pub l i é s ) .  

1 - Travaux de BIRAGHI ( 1940 ) : 

Cet auteur d é c r i t  des symptômes de f lé t r issement  sur  des 

Lai tues .  Le f eu i l l age  ne por te  aucune t r a c e  du Champignon ; par contre, l e s  

t i s s u s  vascula i res  des racines  malades sont envahis par  l e  mycélium, l e s  

oospores, l e s  sporocystes d'un agent pathogène i s o l é  e t  i d e n t i f i é  au genre 

e t h i m .  

Des contaminations expérimentales r éa l i s ée s  d'une pa r t  en 

disposant un fragment d'inoculum à l a  base des f e u i l l e s  cen t ra les  sans pro- 

voquer de blessure  , d 'au t re  p a r t  après dépôt de l ' inoculum su r  l a  b lessure  

causée par  l ' ab l a t i on  des f e u i l l e s  l e s  p lus  externes ,  produisent l e s  symp- 

tômes de l a  maladie e t  l a  désorganisation des t i s s u s  de l a  racine  principa- 

l e .  BIRAGHI ne précise  n i  l ' â g e  des  ait tues au moment de l a  contamination, 

n i  l e s  conditions de température e t  d'humidité dans l esque l les  ces contami- 

nations fu ren t  r éa l i s ée s .  

Les caractères  morphologiques des sporocystes e t  des 

oospores, l e u r s  dimensions, l e u r s  modes de germination conduisent l ' a u t e u r  

à d i f f é r enc i e r  c e t t e  espèce de de baryanwn, uZtimwn e t  poZymorphm mais 

n 'aboutissent  à aucune appel la t ion spécifique.  

2 - Travaux de MATTA (1965-1966) : 

L'agent pathogène responsable du f l é t r i s sement  de l a  Lai- 

t ue ,  i so l é  à p a r t i r  de rac ines ,  e s t  d é c r i t  e t  i d e n t i f i é  à P y t h i m  trachei-  

ph iZm par MATTA (1965) .  



En vue de t e s t e r  l a  s p é c i f i c i t é  de ce pa ra s i t e  vis-à-vis 

de l a  Laitue, MATTA (1966) r é a l i s e  des contaminations sur de nombreux vé- 

gétaux notamment des espèces de l a  famil le  des Composées 

Cet auteur u t i l i s e  l e s  deux méthodes de contamination 

suivantes : 

- trempage des rac ines  dans une suspension de sporocystes,de zygotes e t  de 
fragments mycéliens réoo l tés  à p a r t i r  de cu l tu res  du pa ra s i t e  r éa l i s ée s  su r  
un mi l ieu  gélosé à base de f a r i n e  d'avoine ; 

- arrosage du s o l ,  au niveau du c o l l e t  de l a  p l an tu l e ,  avec une suspension 
de ce même inoculum. 

Les travaux de MATTA démontrent que Pythiwn tracheiphilwn 

e s t  p lus  v i ru len t  que P. de baryanum, que P.  salpingophorwn e t  P .  ultimum 

vis-à-vis de nombreuses p lan tes  de l a  fami l le  des Composées. 

3 - c: 
Reprenant l a  méthode d ' inoculat ion de MATTA, c e t  auteur 

é t a b l i t  une échel le  de s u s c e p t i b i l i t é  de d i f f é r en t e s  va r i é t é s  de Laitues 

cu l t ivées  en I t a l i e ,  vis-à-vis du Pythiwn tracheiphiZum pax des contamina- 

t i ons  expérimentales ; l e s  Lai tues  a i n s i  inoculées sont repiquées en p l e i n  

champ. Dans l e  c l a s  sement a i n s i  é t a b l i ,  nous remarquons que "Aurélia" f i gu re  

aux cô tés  des Laitues de type "Batavia", parmi l e s  va r i é t é s  l e s  plus ré-  

s i s t a n t e s  au P. tracheiphilwn. 

4 - Travaux de MENTION ( 1969-1970) ':: 
Les travaux de ce chercheur concernent des e s s a i s  d'inocu- 

l a t i o n s  expérimentales sur  d i f fé ren tes  va r i é t é s  de Laitues dans des condi- 

t i ons  var iables  d ' incubation.  L'inoculum u t i l i s é  p a r  MENTION e s t  const i tué  

d'une suspension de sporocystes e t  de fragments mycéliens, obtenu à p a r t i r  

de cu l t u r e  sur mi l i eu  l iqu ide  renfermant 20g par  l i t r e  d ' e x t r a i t  de malt, 

ces cu l tu res  é t a n t  maintenues en ag i ta t ion  durant l a  période d ' incubation.  

Les p lan tu les  âgées de 3 à 4 semaines sont contaminées par  

trempage des racines  dans l ' inoculum ; l e s  Laitues sont ensui te  repiquées 

dans un s o l  t r a i t é  par l a  vapeur. MENTION f a i t  a l o r s  va r i e r  l e s  conditions 

:: S t a a 2 o n  d e  R e c h m c h e  d e  h F a o u  Pa;thogène du S O L .  T.N.R.A., D i j o n .  



de température e t  d'humidité pendant l a  période correspondant à l ' incuba-  

t i o n  de l a  maladie : malgré l e s  conditions p réc i ses  des inoculations expé- 

r imentales MENTION ne parvient  pas à reproduire l a  maladie. 

CONCLUSION 

Les travaux c i t é s  ont mis en évidence l ' agen t  pathogène 

dans l e s  t i s s u s  de rac ines  e t  permis de reproduire l a  maladie dans diver- 

ses  conditions expérimentales. Cependant, il r e s t e  à dé f in i r  l e s  conditions 

  ré ci ses de l ' i nocu l a t i on ,  en p a r t i c u l i e r  l e  mode d ' in fec t ion ,  ltA-e des 

La i tues  inoculées, a i n s i  que l e s  conditions de température e t  d'humidité 

favor i san t  1 ' incubation de l a  maladie. 



C H A P I T R E  I I  

1. CLASSIFICATION DU GENRE PYTHIIIM 

Le P y t h i w n  t r a c h s i p h i Z w n  f a i t  p a r t i e  de l ' o r d r e  des Péro- 

nosporaies dont l a  systématique repose sur  l e s  caractères  morphologiques des 

organes de mul t ip l i ca t ion ,  de reproduction e t  sur  l ' adap ta t ion  à l a  v i e  

t e r r e s t r e .  Les espèces appartenant à ce t  ordre possèdent des zoldes b i f l a -  

g e l l é s ,  des oocystes pourvus d'une oosphère unique qui fécondée donne un 

oeuf ou zygote entouré d'une paro i  t r è s  épaisse.  

La  famil le  des Pythiacées à l aque l le  appar t ient  l e  genre 

P y t h i m  regroupe des champignons saprophytes e t  plus rarement pa r a s i t e s  de 

jeunes p lan tu les .  

Le genre P y t h i w n  se  ca r ac t é r i s e  par son mycélium blanc,  

soyeux, ses  sporocystes dont l e  contenu ne s ' ind iv idua l i se  que rarement en 

zoospores e t  qui  germent par des tubes  de germination ; ces sporocystes se 

forment au sommet d'un sporocystophore na1 d i f fé renc ié .  

Quant à l a  reproduction sexuée, e l l e  e s t  hétérogame ; les- 

oocystes e t  l e s  spermatocystes peuvent se d i f fé renc ie r  sur  l e  même hyphe 

mycélien. Lors de l a  fécondation ou oogamie siphonogame, l e  spermatocys- 

t e  émet un tube qui perce l a  paro i  de l 'oocyste  e t  conduit jusqu'à l 'oos- 

phère l e  contenu nucléai re  de ce spermatocyste . L'oospore , r é s u l t a t  de 

c e t t e  fécondation, peut dans ce r t a in s  cas,  produire immédiatement un tube 

de germination on., dans l e  cas d ' au t r e s  espèces, r e s t e r  à l ' é t a t  de v i e  

r a l e n t i e  durant p lus ieurs  mois, vo i re  plus ieurs  années. 



II. CARACTERES SPECIFIQUES DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM MATTA 

Les caractères  spécif iques  du Pythiwn tracheiphiZurn sont 

l e s  suivants : 

1 )  Mycélium : 

Les hyphes mycéliens sont continus,  hyalins e t  mesurent 

de 1,5 à 8 pmde diamètre (moyenne : 4,5pm). 

2)  Multiplication asexuée : 

Les organes de l a  mul t ip l i ca t ion  asexuée sont  cons t i tués  par 

l e s  sporocystes terminaux ou i n t e r c a l a i r e s ,  globuleux à subglobuleux, dont 

l e  diamètre v a r i e  de 14 à 36 Fin (moyenne : 25 Um) . En cu l tu re  i n  vik@o i l s  

germent par des tubes de germination. Selon MATTA ( 1965) , dans l e s  t i s s u s  

de racines de La i tues ,  ces sporocystes s e  comportent comme des conidies ; 

ces sporocystes conidiaux contiennent 6 à 30 planoconidies réniformes, l a -  

téralement b i c i l i é e s ,  globuleuses, mesurant de 8 à 10pmde diamètre. Pour 

notre  p a r t ,  nous n'avons observé que des sporocystes germant par  des tubes 

de germination ; nous n'avons jamais obtenu, n i  en cu l tu re  i n  v i t r o ,  n i  

dans l e s  t i s s u s  malades, de sporocystes conidiaux à planoconidies. 

Les cu l tu res  en voie de sénescence présentent  des chla- 

mydospores terminales e t  i n t e r c a l a i r e s ,  globuleuses à subglobuleuses dont 

l e  diamètre e s t  compris en t r e  20 e t  35 Pm. 

3 )  Reproduction sexuée : 

Les s t ruc tu r e s  assurant  l a  reproduction sexuée sont  l e s  

suivantes : 

- l e s  spermatocystes ou gamétocystes mâles, por tés  par l e  même fi lament que 
l e s  oocystes , sont donc des spermatocystes monoc1ines;au nombre de 1 ou 
2 par oocyste i l s  contiennent des noyaux grnétiques non d i f fé renc iés  en 
gamètes ; 

- l e s  oocystes ou garnétocystes femelles,  terminaux, sphériques, entourés 
d'une paroi  l i s s e ,  mince, de 1Fim d ' épa i sseur ,  de diamètre compris en t r e  
13 e t  18 Fim(diamètre moyen : 1 6 ~ m )  ; 

- l 'oosphère ,  c e l l u l e  femelle unique occupant l a  t o t a l i t é  de l'oOcYs- 
t e ,  e s t  donc une oosphère p lé ro t ique .   près l a  fusion des noyaux, 
l 'oosphère deviendra l e  zygote ; ce zygote s 'entoure d'une paroi  formée de 
2 enveloppes : une enveloppe externe de na ture  cal los ique,  l 'exospore e t  une 
enveloppe in te rne  de nature  cel lu los ique , 1 ' endospore . Le contenu du zygote 
e s t  consti tué de protoplasme granuleux renfermant un globule de réserve e t  
un corps ré f r ingen t .  



III. CYCLE SCHEMATIQUE D 'UN PYTHIUM : PYTHIUM DE BABYANUM HESSE 

Nous décrivons t r è s  brièvement l e  cycle du Pythium de bu- 

ryanwn Hesse dont l ' é t ude  a f a i t  l ' o b j e t  de nombreux travaux ; ce cycle nous 

s e rv i r a  de base à 1 'étude du Pythiwn tracheiphiZwn Matta ( f i gu re  1 ) . 

Les Pythiacées sont des Champignons dont l e  développement 

e s t  favor isé  dans l ' e a u  ou dans l e s  t e r r e s  humides. Le genre Pythiwn pro- 

voque souvent des fontes  de semis dans l e s  pépinières  où l a  dens i té  des 

plantules  e s t  importante. 

Pythiwn de baryanwn Hesse at taque l e s  semis de nombreuses 

plantes .  

Les premiers symptômes de c e t t e  fonte de semis sont  l ' i n -  

c l inaison des plantes  e t  l eur  f l é t r i s sement .  L'at taque qui débute au c o l l e t  

produit  une désagrégation des t i s s u s  dont l e  r é s u l t a t  e s t  l 'amincissement 

de l a  t i g e  ; l a  plantule  se b r i s e  a l o r s  au r a s  du s o l .  

Dans l e s  t i s s u s  de l a  p lan te ,  on note l a  présence d'hyphes 

mycéliens, t r è s  ramif iés ,  c i rcu lan t  e n t r e - l e s  ce l l u l e s  e t  à l ' i n t é r i e u r  de 

cel les-c i  ; à l ' é t a t  jeune, l e  mycélium présente un contenu homogène; âgé, 

il devient granuleux. 

La mul t ip l i ca t ion  asexuée e s t  assurée par des sporocystes 

formés au sommet de sporocystophores dans l e s  t i s s u s  de l a  p lan te  mourante. 

Dans des condit ions de f o r t e  humidité, ces sporocystes émettent un tube 

de germination qui peut envahir directement l e s  t i s s u s  ou qui s e  r e n f l e  en 

une ampoule dans l aque l le  l e  protoplasme s'accumule : il s ' a g i t  de l a  for-  

mation d'un sporocyste secondaire (phénomène de polyplanétisme). Le contenu 

de ce sporocyste s ' ind iv idua l i se  en zoospores, qui  perdent l eu r s  f l a g e l l e s ,  

se  f ixen t  e t  s 'entourent  d'une paro i  (zoospore enkystée) ,  e t  germent par  des 

filaments qui  envahissent l e s  t i s s u s  des p lan tu les .  

La reproduction sexuée r é s u l t e  de l a  fécondation de l 'oocys- 

t e  par l e s  noyaux du spermatocyste ; l e s  zygotes ou oospores s 'entourent  d'une 

paroi  épaisse : d'une p a r t  ces zygotes peuvent germer immédiatement par  l a  

production de zoospores qui,après per te  de l e u r s  f l a g e l l e s  e t  enkystement, 

émettent des tubes de germination capables d 'envahir  l e s  t i s s u s  ; d 'au t re  



secondaire p lan te  
zoosporange mourante  

de g e r m i n a t i o n  

spermatocys te  

i r a  1 :  1 s c h o m a t i q u a  da P y t h i u m  de b a r y a n u m  Hesse 



p a r t ,  ces zygotes peuvent en t r e r  en dormance, e t  apparaissent comme des 

s t ruc tures  de conservation, capables de surv ie  durant de longues périodes 

dans l e s  t i s s u s  de l ' h ô t e .  

Conclusion e t  discussion : 

L' infect ion des t i s s u s  de p lan tu les  e s t  donc r é a l i s é e  

après l a  pénétra t ion du filament i s s u  de l a  germination s o i t  du sporocyste 

primaire, s o i t  de l a  zoospore enkystée, r é su l t an t  elle-même de l a  d iv i s ion  

du protoplasme du sporocyste secondaire, ou du zygote après méiose ; ces 

sporocystes ne conservent que peu de temps l e u r  pouvoir pathogène, l e s  

p lantules  ne seront donc infectées  que durant l e s  quelques jours suivant l a  

formation de ces  sporocystes, e t  s i  l e  temps e s t  humide. 

Par contre ,  l e s  zygotes l i b é r é s  l o r s  de l a  putréfact ion 

des plantes ,  assurent  l a  pers is tance du p a r a s i t e  dans l e  s o l  c a r  i l s  r e s t en t  

de longues périodes à l ' é t a t  de v i e  r a l e n t i e .  

I V .  O R I G I N E  DE LA SOUCHE 

1 )  Isolement : , 

La souche du Pythium tracheiphiZwn Matta, que nous avons 

u t i l i s é e ,  provient de t i s s u s  de racines  malades r e c u e i l l i e s  dans des champs 

à Mont e s  son. 

En vue de l ' isolement de l a  souche, l e s  opérations su i -  

vantes ont é t é  r é a l i s é e s  : 

- lavage t r è s  soigneux à l ' e a u  du rob ine t ,  puis  à l ' e a u  d i s t i l l é e  des r ac i -  
nes préalablement débarrassées de l eu r s  r a d i c e l l e s  ; 

- trempage pendant 5 minutes dans l ' a l c o o l  éthylique 96' ; 

- désinfection par passage pendant 15 minutes dans une solut ion contenant 
35 g par l i t r e  d'hy-pochlorite de calcium ; 

- rinçage par passage dans 4 bains success i fs  d'eau d i s t i l l é e  s t é r i l e  pendant 
des  durées respect ives  de 5 ,  10, 15 e t  20 minutes. 

L'isolement proprement d i t  s ' e f fec tue  en r é a l i s a n t  des 

coupes t ransversa les  de quelques mill imètres d 'épaisseur ,  qui sont déposées 

aseytiquement sur un mil ieu n u t r i t i f  gélosé r é p a r t i  s o i t  en tubes25 x 200 mm, 



s o i t  en bo î tes  de P é t r i  de 86 mm de diamètre. Le milieu n u t r i t i f  u t i l i s é  

e s t  c e l u i  ~ r é c o n i s é  par MESSIAN e t  LAFFONT (1966), mi l ieu favor isant  l a  

croissance s é l ec t i ve  des genres Pythium, Phytophthora, Peronospora ; l a  

composition e s t  l a  suivante : 

........ . saccharose. . . . .  5 g 

C a ( ~ 0 ~ )  2. . . . . . . . . . . . . . .  . Ii-3 

MgS04,7H20 . ............. 0325 g 

. e x t r a i t  de levure ...... 1 @ ;  

. acide c i t r i q u e  ......... O,O5 g 

Nous avons également eu recours à des milieux moins sélec- 

t i f s  en p a r t i c u l i e r  : milieu à l ' e a u  de pomme de t e r r e  gélosée auquel nous 

incorporons des ant ibiot iques  t e l s  que l 'auréoqycine,  l a  streptomycine, 

l a  néomycine, m a i s  dans tous  l e s  cas ,  nous n'obtenions pas de r é s u l t a t s  

p o s i t i f s .  Selon l e s  travaux de ECKERT e t  TSAO (1962), l ' u t i l i s a t i o n  d ' an t i -  

b iot iques  pour ê t r e  e f f i cace  dans l e s  isolements de souches, d o i t  répondre 

aux impératifs  suivants  : s o l u b i l i t é  dans l e  mil ieu,  s t a b i l i t é  dans l e  

milieu, spectre hautement spécif ique,  non t o x i c i t é  vis-à-vis de l'organisme 

étudié .  

Lféchec de nos e s s a i s  peut r é s ide r  dans l e  f a i t  que pour 

l e s  ant ib iot iques  é tud iés ,  nous n 'avions pu v é r i f i e r  l e s  condit ions ci-dessus 

c i t é e s .  

Les fragments de t i s s u s  a i n s i  préparés sont  p lacés  dans 

une enceinte régulée à 20°C e t  soumis à un éclairement de 2 000 lux, 12 h. 

par jour. Trois à quatre jours après l ' i solement ,  des hyphes mycéliens 

blancs,  soyeux, so r t en t  des vaisseaux des  rac ines .  Des cu l t u r e s  pures ont  

é t é  r é a l i s é e s  s u r  l e  milieu minéral u t i l i s é  par MESSIAN e t  LAFFONT, dans 

des bo î t e s  de P é t r i  par prélèvement des  marges d'une colonie propre. Des 

cu l tu res  pures monospores ont  é t é  obtenues par  prélèvement su r  des frag- 

ments mycéliens âgés de 6 jours par l a  méthode de d i l u t i on  (100 sporocystes 

par m i l l i l i t r e ) .  Des cercles  de 5 mm de diamètre sont marqués sur  l e  fond 

d'une bo î t e  de P é t r i  renfermant de l ' e a u  gélosée (20 g de gélose par  l i t r e  

d 'eau) .  A l ' a i d e  d'une p ipe t t e  Pasteur ,  une gou t t e l e t t e  de l a  suspension 

de sporocystes e s t  disposée au cen t re  de chaque ce rc le .  



Les boî tes  sont placées à 20°C (2  0 , 5 ' ~ ) ,  sous un éc la i re -  

ment de 2 000 lux, 12 h .  par jour.   près 36 à 48 h . ,  l e s  bo î t e s  sont  obser- 

vées sous l e  microscope, e t  l e s  ce rc les  ne présentant  qu'un sporocyste sont 

découpés e t  placés sur  milieu de HüGUENIN ( 1 9 7 0 ) ~  dans des tubes inc l inés .  

Notre souche a é t é  comparée à l a  souche Pythiwn tracheiphi-  

Zwn Matta, inventoriée sous l e  numéro 32 265 par l e  "centraal  Bureau Voor 

~chimmelcultures" de Baarn ( ~ o l l a n d e  ) . 

L' iden t i t é  en t r e  notre souche e t  c e l l e  de MASTA e s t  con- 

firmée à c e t t e  p e t i t e  d i f férence ~ r è s  : avec notre i s o l a t ,  nous n'avons 

jamais obtenu de sporocystes à planoconidies.  
- .  - 

2) Entre t ien : 

Afin de préserver l e s  p o t e n t i a l i t é s  de l a  souche, nous 

l a  ré isolons  périodiquement à p a r t i r  de racines  de Laitues malades. Cette 

souche e s t  réensemencée chaque mois sur  l e  milieu chimiquement dé f in i  

par HüGUENIN ( 1970 ) . 

3) Ensemencements : 

L'inoculum cons i s te  en un fragment mycélien de quelques 

mill imètres de côté ,  prélevé à l ' a i d e  d'un f i l  de nickel-chrome su r  des 

cul tures  gélosées âgées de 8 jours .  

Notre étude concerne l ' agen t  du f l é t r i s sement  de l a  Laitue 

i d e n t i f i é  par  MATTA sous l e  nom de Pythiwn tracheiphiZum MATTA. Nos i s o l a t s  

sont identiques à l a  souche déposée à Baarn ; l ' é tude  épidémiologique ex- 

posée dans ce t r a v a i l  peut donc ê t r e  rapportée à ce Phycomycète. 



D E U X I E M E  P A R T I E  

C H A P I T R E  1 

INFLUENCE DES CONDITIONS N U T R I T I V E S  , DE L A  

TEMPERATURE ET DE L A  LUMIERE SUR L E  CYCLE 

DE QUELQUES PHYCOMYCETES. REVUE B I B L I O G R A P H I Q U E  

L'accomplissement du cycle des Champignons dépend de 3 

types de fac teurs  : l e s  fac teurs  génétiques, l e s  fac teurs  in te rnes  l i é s  

au métabolisme e t  l e s  fac teurs  externes.  Le mil ieu n u t r i t i f  const i tue  un de 

ces f ac t eu r s  externes au même t i t r e  que l a  température e t  l a  lumière. 

1. INFLUENCE DU MILIEU NUTRITIF 

De nombreux travaux ont  é t é  consacrés à l ' i n f l uence  des 

d i f f é r en t s  éléments minéraux, carbonés, azotés ,  vitaminiques nécessai res  à 

l a  croissance e t  à l a  mul t ip l icat ion du Champignon e t  ont souligné l a  né- 

c e s s i t é  de fourn i r  des s t é r o l s  pour obtenir  l a  reproduction. 

1 - Eléments minéraux : 

L'examen des d i f f é r e n t s  subs t r a t s  u t i l i s é s  en cu l tu re  

in v i t r o  révèle  l a  présence indispensable du phosphore, du magnésium, du 

soufre e t  du potassium. On note l a  présence presque constante du f e r ,  du 

z inc ,  du manganèse, du cuivre,  pa r fo i s  c e l l e  du molybdène, du bore e t  du 

calcium. L ' e f f e t  de ces d i f f é r en t s  éléments minéraux a é t é  é tudié  dans 

de nombreux travaux r e l a t i f s  à l a  croissance e t  à l a  reproduction asexuée 

e t  sexuée des Champi@ons. 



BARKSDALE (1962) remarque l a  s p é c i f i c i t é  d ' ac t ion  du cal -  

cium, du potassium, du magnésium sur l a  production des  oogones du Phycomy- 

cè te  AchZya ambisemalis.  Selon YANG e t  MITCHELL ( 1965 ) , l e s  ions magné- 

sium e t  potassium induisent  l a  formation des sporocystes, t and is  que l e s  

ions calcium favor isent  à l a  f o i s  l a  formation des sporocystes e t  c e l l e  

des oocystes de P y t h h  sp. LENNEY e t  c o l l .  (1966) notent  l ' importance 

des d i f f é r en t s  microéléments f e r ,  z inc ,  cuivre ,  molybdène, calcium, sur  

l a  croissance e t  l a  d i f f é r enc i a t i on  sexuée de Pythiwn graminicola. Les 

travaux de STANGHELLINI (1972),  de STANGHEUINI e t  RUSSELL (1973) soul i -  

gnent 1 'act ion du calcium sur  l a  résorpt ion de l 'endospore,  qui  const i tue  

l a  phase i n i t i a l e  de l a  germination des zygotes . SCHMITTHENNER ( 1 972 ) 

démontre l e  r ô l e  de l a  lumière e t  du calcium dans l a  germination des zy- 

gotes de Pythiwn sp. 

2 )  Nature e t  concentrat ion de l a  source de carbone : 

De nombreuses recherches ont  démontré que l a  source car-  

bonée peut influencer l a  croissance e t  l a  reproduction des espèces fongi- 

que S.  

a )  CU pWLt04U sont diversement ass imilés  par  l e s  Pythiwn. En e f f e t ,  l e  

xylose ne permet n i  l a  croissance,  n i  l a  reproduction de Pythium mamilla- 

tum (BARTON, 1 9 6 0 ) ~  n i  c e l l e  de Pythiwn ultimum (AGNIHOTRI e t  VAARTAJA, 

1967). Selon AGNIHOTRI e t  VAARTAJA (1967),  l ' a r ab in s se  favor ise  l e  dé- 

veloppement de Pythiwn u l t h m ,  t and is  que l e  r ibose  e t  l e  rhamnose (6- 
desoxyhexose, dans l eque l  un hydrogène du carbone 5 e s t  remplacé par un 

r ad i ca l  méthyl, il s ' a g i t  donc d'un sucre en C G  mais dont l e  6ème carbone 

ne por te  pas de fonct ion a lcool ique)  sont ine f f icaces .  

6 )  L'action d u  hexaaa (giucose-fructose-mannose-galactose) favor ise  l a  

croissance e t  l a  reproduction sexuée. Le glucose, l e  f ructose  stimulent 

l a  germination dans l e  s o l  des sporocystes de Pythium u Z t h  (AGNIHOTRI 

e t  VAARTAJA, 1967). BARTON ( 1960) montre l ' a c t i o n  du glucose, du mannose 

sur  l a  croissance de Pythiwn mamiZZatum dans l e  s o l .  CHILD e t  c o l l .  ( 1969) 

prouvent que Pythiwn sp. c r o î t  e t  se reprodui t  normalement sur  des subs- 

t r a t s  contenant comme source de carbone l e  glucose, l e  f ructose  e t  ne f ruc  

t i f  i e  pas sur galactose .  



c )  Le trÔLe d u  d,t%~oLaahdu e s t  var iable  selon l e s  espèces. Plus de 90 % 

des sporocystes du P y t h i u m  u z t i m u m  germent sur un subs t r a t  contenant l e  

maltose ou l e  ra f f inose  comme sources de carbone ; t and is  que sur  mélibiose 

seuls  13 % des sporocystes germent. ACNIHOTRI e t  VAARTAJA ( 1967) , CHILD 

e t  c o n .  (1969) soulignent l ' e f f e t  inducteur du maïtose e t  du cel lobiose  

sur l a  croissance e t  l a  reproduction du P y t h i u m  s p .  ; par contre ,  ces 

mêmes auteurs notent  que l e  l ac tose  e s t  une source de carbone inef f icace .  

Quant au t réha lose ,  au mélibiose e t  au ra f f inose ,  bien qu' induisant  une 

légère  croissance végéta t ive ,  i l s  ne peuvent s a t i s f a i r e  l e s  exigences de 

l a  reproduction sexuée du P y t h i w n  s p .  (CHILD e t  c o l l . ,  1969) .  

d )  L ' a c t i o n  d u  p o l y o a i d u  e s t  en général  bénéfique. KOFFI DONGO (1970) 

démontre que P h y t o p h t h o r a  paZmivora  se  développe auss i  harmonieusement su r  

un subs t ra t  avec de l'amidon ou de l a  c e l l u lo se  comme sources de carbone 

que sur  ce même subs t r a t  contenant du glucose. 

Mais par a i l l e u r s ,  il e s t  démontré que l e s  exigences en carbone des Cham- 

pignons sont  s a t i s f a i t e s  par des l i p i d e s ,  des sucres a lcool ,  des acides 

organiques ou des proté ines  (HENDRIX e t  APPU, 1964). 

Ces d i f f é r en t s  travaux montrent que l e s  besoins en carbone l o r s  de l a  c ro i s -  

sance e t  de l a  reproduction des organismes fongiques sont var iab les  en 

fonction des espèces. D'une manière générale,  l e  glucose e t  l e  f ructose  

sont  favorables à de nombreuses espèces fongiques. 

L'analyse bibliographique nous a fourni  t r è s  peu de données sur  l e  r ô l e  

de l a  concentration en carbone l o r s  de l a  croissance mycélienne e t  l a  

reproduction des Pythiacées. 

De façon générale l e s  concentrations en carbone favor i san t  l a  croissance 

qycélienne e t  l a  mul t ip l icat ion asexuée sont nettement supérieures à 

ce l l e s  requises  pour l a  reproduction sexuée ; l ' o r d r e  de var ia t ion  peut 

ê t r e  de 1 à 10, l e s  doses optimales va r i en t  selon l a  nature des composés 

carbonés (HAWKER, 1966). Mais en étudiant  N e c t r i a  sp. , HANLIN ( 1961 ) 

expose des r é s u l t a t s  t ou t  à f a i t  d i f f é r en t s  en montrant qu'une même concen- 

t r a t i o n  en glucose de 2 % e s t  favorable à l a  f o i s  à l a  croissance végéta- 

t i v e ,  à l a  mul t ip l icat ion e t  à l a  reproduction. 

Ceci montre l 'extrême v a r i a b i l i t é  d 'ac t ion de l a  nature e t  de l a  concentra- 

t i o n  des sources de carbone nécessaires au bon déroulement du cycle des 

Champignons. 



3)  Nature e t  concentrat ion de l a  source d 'azote  : 

Les organismes fongiques métabolisent p lus  ou moins spé- 

cifiquement l e s  3 types de source azotée suivants : n i t r i q u e ,  ammoniacal, 

organique. 

L'azote n i t r i q u e ,  fourni  sous forme de n i t r a t e  de potas-  

sium, semble s a t i s f a i s a n t  pour l a  croissance e t  l a  reproduction des genres 

Pythiwn e t  Phytophthora. Cependant, 1 'apt i tude des Pythiwn à dégrader l e s  

n i t r i t e s  var ie  selon l e s  espèces.  Les di f férences  observées se ra ien t  un 

indice  d 'adapta t ion à des condit ions écologiques p a r t i c u l i è r e s ,  a i n s i  des 

espèces capables d ' u t i l i s e r  un n i t r i t e  sont du po in t  de vue morphologique, 

l e s  moins évoluées ; ces espèces vivent  dans l e  s o l  e t  pa r a s i t en t  les 

organes souterra ins  (RAVISE, 1968 ) . 
L'azote inorganique sous forme ammoniacale e s t  u t i l i s é  

de façon moins s a t i s f a i s a n t e  que l e s  n i t r a t e s .  Ceci pour ra i t  s 'expliquer 

se lon LILLY e t  c o l l .  (1951) par  l e  f a i t  que l ' u t i l i s a t i o n  de l ' i o n  ammo- 

nium rend l e s  milieux de cu l tu re  plus  acides ,  ce qui  provoque par fo i s  une 

inh ib i t ion  de l a  reproduction sexuée. 

Les acides aminés const i tuent  l a  source e s s e n t i e l l e  d 'azote  

organique. De nombreux auteurs  ont  é tud ié  l e  r ô l e  d'un acide aminé ou 

d'un groupe d1aci3es  aminés sur l a  croissance e t  l a  reproduction des orga- 

nismes fongiques. LEAL e t  c o l l .  ( 1 9 6 7 ) ~  CHILD e t  c o l l .  ( 1969) montrent 

l ' i n e f f i c a c i t é  de l a  DL-leucine, de l a  cysté ine ,  de l a  méthionine sur  l a  

croissance du Pythiwn sp. GOMEZ-MIRANDA e t  LEAL ( 1965) affirment que l a  

formation des s p o r o c y s t e s ~ h ~ ~ ~ ~ ~ P h ~ ~ o p h t h o r a  heveae e t  P.  cactomun dépend 

de l a  composition du mil ieu en acides  aminés. LEAL e t  c o l l .  ( 1968) démontrent 

que l e  L-tryptophane e s t  peu e f f i c ace  su r  l a  croissance de 5 espèces 

du genre Phytophthora , ce l les -c i  produisant t ou t e s  de 1 'acide indol-acé- 

t ique ,  à p a r t i r  de ce t t e  source d 'azote .  

Les travaux de CALDERONE ( 1968) montrent que l e s  formes 

L2des acides aminés apparaissent  ê t r e  de meil leures sources d 'azote  que 

l e s  formes D- . 
La L- asparagine e s t  une source d 'azote e f f icace  pour 

divers  Pythiwn e t  Phythophthora (CAMERON e t  MILBRATH , 1965) . De même 

ERWIN e t  KATZNELSON ( 196 1 ) c lassen t  l a  L- asparagine, l a  L- h i s t i d i n e ,  l a  



L- alanine e t  l e  glycocolle parmi l e s  sources d 'azotes e f f i c aces ,  l a  tyro- 

s ine ,  l a  phénylalanine sont de pauvres sources d 'azote .  Selon LEAL, 

GALLEGLY e t  LILLY ( 1  971 ) , il ex i s t e  deux types de réact ions  dues au Cham- 

pignon en présence des acides aminés : 

- l e  champignon transforme 1' acide aminé en un acide organique qui  n ' e s t  
pas métabolisé, l ' a c i d e  aminé const i tue  une mauvaise source d 'azote  ; 

- l 'organisme fongique u t i l i s e  l e  sque le t t e  carboné de l ' a c i d e  aminé qui 
e s t  a lo rs  une source e f f icace  d 'azote .  

AGNlHOTRI e t  VAARTAJA (1967) montrent que l ' a c i d e  gluta- 

mique, 1 ' asparagine, 1 ' e x t r a i t  de levure sont  favorables à l a  germination 

des sporocystes du P y t h i m  sp. Le r ô l e  prépondérant des acides aspar t i -  

que, glutamique e t  de l ' asparagine rés ide  dans l e  f a i t  q u ' i l s  s e  s i t u e n t  

à des carrefours métaboliques. 

D'une manière générale,  il n 'ex i s te  pas de source azotée 

propre à l a  reproduction sexuée. La teneur en azote requise dans l e  mil ieu 

var ie  avec l e  champignon, e t  avec l a  concentration en carbone ; LEAL e t  c o l l .  

(1967) démontrent que l e s  Phytophthora heveae e t  cactorwn produisent  de 

lt ammoniaque à p a r t i r  de l a  L- asparagine lorsque l a  concentration de 

cel le-c i  dépasse c e l l e  requise par  l a  quan t i t é  de glucose p résen t .  

4 )  Rapport carbone-azote = C / N  : 

Le rapport  C / N  optimal v a r i e  selon l e s  espèces fongiques. 

Des rapports  C / N  compris en t r e  20 e t  30 st imulent l a  croissance e t  l a  repro- 

duction sexuée dl AchZya ambisexuaZis (BARKSDALE, 1962) , du Phytophthora 

paZmivora (HUGUENIN e t  BOCCAS , 197 1 ) , du Pythiwn sp. (CHILD e t  c o l l  . , 1969) . 

LEXL e t  COU.  (1967) montrent l ' in f luence  du rapport  c / N  

su r  l a  formation des zygotes matures chez plus ieurs  espèces du genre 

Phytophthora. Selon ces auteurs ,  des rapports  C / N  élevés,compris en t re  

20 e t  35, sont  favorables à l a  production des oospores . 

5 )  Substances de croissance : vitamines : 

Des travaux sur  l e s  ~sconiycètes ont  montré l e  r ô l e  pré- 

pondérant de l a  thiamine dans l a  f ' ruc t i f i ca t ion  pa r f a i t e  de Gnomonia fmc- 

ticoZa ( SNYDER , 1966) . RAVISE ( 1968 ) démontre que 1 'apti tude à syn thé t i se r  

l a  thiamine n ' e s t  pas un caractère  d i s t i n c t i f  en t re  l e s  genres Pythium 



e t  Phytophthora. Chez l e  genre Pythium, cer ta ines  espèces sont autotrophes,  

d 'autres  sont hétérotrophes vis-à-vis de l a  thiamine. De même, on retrouve 

c e t t e  d i s t i n c t i o n  chez l e s  Phytophthora dont l e s  espèces hétérotrophes 

vis-à-vis de l a  thiamine présentent  l e s  casactères suivants  : croissance 

f a ib l e ,  absence de formes de r é s i s t ance ,  de reproduction sexuée e t  asexuée, 

dégénérescence du cytoplasme dans l e s  hyphes mycéliens âgés.  L'apport de 

t r è s  f a i b l e s  concentrat ions en thiamine indu i t  une croissance plus impor- 

tante  e t  l e  déroulement complet du cycle  du Champignon. Des travaux de 

NOOT e t  co l l .  (1958) a t t e s t e n t  l e  r ô l e  inducteur d'un mélange de 9 v i t a -  

mines parmi l e sque l l e s  l a  thiamine, l a  r ibof lav ine  e t  l e  chlorhydrate de 

pyridoxine, sur l a  production e t  l a  germination des zygotes de Phytophthora 

in fes  tans. 

6 )  Les s t é r o l s  : 

De nombreux travaux on t  é t é  consacrés au r ô l e  des s t é r o l s  

sur l a  croissance,  l a  reproduction e t  l e  pouvoir pathogène des Champignons, 

plus part iculièrement des Phycoaycètes. 

a) trôRe danb k k  t rep~aduct ion bexuée : HASKINS ( 1963) ob t ien t  l a  reproduc- 

t ion  sexuée de Pythiwn acanthicwn Drechs. s i  ce dernier  e s t  cu l t i vé  sur  

P.D.A. ,  en présence de Fusarium sp. qui  l e  pa r a s i t e  ; séparé de ce Fusa- 

riwn, Pythium acanthicwn ne se reprodui t  plus sexuellement. P a r  contre ,  s i  

on a jou te  au mi l ieu  de base P.D.A., l e s  e x t r a i t s  l ip id iques  de Fusarizun, 

l a  reproduction sexuelle e s t  r é t a b l i e .  Continuant ces travaux HASKINS, 

TüLLOCH e t  MICElllICH (1964) u t i l i s e n t  d iverses  hu i l e s  végéta les  comme subs- 

tances s t imula t r i ces  e t  consta tent  que cer ta ines  f r ac t i ons  de l ' insaponi-  

f i a b l e  jouent l e  r ô l e  d ' inducteur de l a  reproduction sexuée. Ces auteurs 

t e s t e n t  40 s t é r o l s  e t  s t é ro ïdes  pour l e u r  a c t i v i t é  e t  remarquent l a  grande 

e f f i c a c i t é  de l ' e r g o s t é r o l  e t  du f3-sitostérol. HENDRIX ( 1964) montre égale- 

ment l e  rôle  joué par l ' appo r t  exogène de s t é r o l s  sur  l a  reproduction sexuée 

du Pythium peripZocwn e t  Phytophthora sp. LEAL ( 1964) n 'ob t ien t  l a  re-  

production sexue l le  de ce r ta ines  espèces de Pythiwn e t  de Phytophthora que 

s ' i l  a joute  dans l e  milieu de cu l t u r e  synthétique,  des s t é r o l s  e x t r a i t s  

de f a r i n e  d 'avoine ou de p e t i t s  Pois. ELLIOTT e t  c o l l .  ( 1964) é tudient  

l a  reproduction sexuelle de Phytophthora cactomm : cu l t i vé  sur un milieu 

à l a  f a r i n e  d 'avoine,  gélosée, ce champignon f r u c t i f i e  normalement, par 

contre l a  reproduction sexuée n ' a  pas l i e u  s i  l e  Champignon e s t  cu l t ivé  

sur un milieu synthétique contenant l e  glucose ou l e  saccharose, l ' a spara -  

gine, des s e l s  minéraux, l a  thiamine ; sur ce même milieu,  l a  croissance 



végétative e s t  r a l e n t i e .  Cependant, s i  à ce milieu,  ces auteurs a joutent  

des e x t r a i t s  é thérés  d'avoine à ra i son  de 500 mg par l i t r e ,  l a  croissance 

e s t  augmentée e t  l a  reproduction sexuel le  e s t  à nouveau indu i te  ; par 

contre l ' a d d i t i o n  d ' e x t r a i t s  aqueux ne f a i t  que st imuler l a  croissance.  

HUGUENIN e t  co11. ( 197 1 ) n 'obtiennent l a  reproduction sexuée de Phytophthora 

paZmivora que s  ' i l s  a joutent  20 mg de B-sitostérol  par  l i t r e  de mil ieu.  Les 

analyses chimiques effectuées  sur  ces d i f f é r en t s  e x t r a i t s  é thérés  montrent 

que l a  f r ac t i on  Contenant l e s  s t é r o l s ,  en p a r t i c u l i e r  l e  6 -s i tos té ro l ,  l e  

choles térol ,  l e  A7-stigmastérol, l e  b r a s s i ca s t é ro l ,  l e  campestérol e t  

l ' e rgos t é ro l  e s t  l a  f r ac t i on  ac t ive .  ELLIOTT e t  c o l l .  t e s t e n t  l e s  s t é r o l s  

purs e t  avec l ' a d d i t i o n  de cho les té ro l ,  d ' a cé t a t e  de cho les té ro l ,  d'ergo- 

s t é ro l ,  d ' a cé t a t e  de s t igmastérol  ac t iven t  fortement l a  croissance e t  l a  

reproduction sexuée du Phytophthora cactorwn. 

Ces travaux sur  l ' appo r t  exogène de s t é r o l  e t  l eur  r ô l e  sur  l a  reproduction 

sexuée des Phycomycètes s ' é c l a i r e n t  d'un jour nouveau depuis l a  découverte, 

l ' ana lyse  e t  l ' é t ude  métabolique du r ô l e  de l ' a n t h é r i d i o l  e t  de l 'oogoniol  

chez AchZya a m b i s e m Z i s  (BARKSDAU,  1969) . Ces deux substances dérivées 

de s té ro l s ,b iosyn thé t i sées  par l e  Phyc~mycète~jouent  l e  r ô l e  d'hormones 

sexuelles ; l ' a n t h é r i d i o l  produit par  l e  t h a l l e  femelle i ndu i t  sur l e  tha l -  

l e  mâle l a  formation de l'ébauche du spermatocyste. L'oogoniol produit  par ce 

t h a l l e  mâle porteur de spermatocyste pa r t i c ipe  a lo rs  à l a  d i f fé renc ia t ion  

de 1 'oocyste . 
Pour des Champignons, t e l s  que Pythiwn e t  Phytophthora incapables de bio- 

synthét iser  l e s  s t é r o l s ,  l ' appor t  exogène e s t  ob l iga to i re  e t  l e u r  métabo- 

lisme conduit à l a  formation de composés a c t i f s  sur l a  reproduction sexuée. 

HENDRIX ( 1970 ) rapporte que des cu l tu res  du Pythiwn peripZocum sont Capa- 

b les  de métaboliser l e  choles térol ,  l e  B-s i tos té ro l  en deux métaboli tes : 

un e s t e r  e t  un composé plus po la i re  que l e  cho les té ro l ,  ressemblant à 

1 'anthér idi01 . OCANA ( 1967) consta te  qu' après 3 semaines de développement, 

il n ' e s t  p lus  poss ible  de dé tec te r  l a  présence d ' e rgos té ro l  dans l e  mycé- 

lium e t  l e s  sporocystes de Phytophthora sp., n i  dans l e  mil ieu de culture 

auquel il a v a i t  é t é  a jouté .  Les e x t r a i t s  insaponifiables du mycélium sont 

capables d ' indu i re  l a  formation des zygotes sur  un mil ieu sans e rgos té ro l .  

Cet auteur émet l 'hypothèse selon laque l le  l e s  s t é r o l s  pourra ient  ê t r e  

transformés en hormone dont l e  r ô l e  sur  l a  d i f fé renc ia t ion  sexuel le  semble 

se p réc i se r .  



b )  hypathèau am l e  hôte d a  a t & o b  dam Re mé.taba.fhme d u  champignaa : 

S i  de nombreux travaux ont  montré l ' a c t i o n  des s t é r o l s  su r  l a  reproduction 

sexuée des Pythium, l e s  modalités d ' ac t ion  de ces s t é r o l s  r e s t e n t  ignorées, 

des hypothèses ont  é t é  formulées par  d i f f é r e n t s  auteurs.  SCHLOSSER e t  

GOTTUEB ( 1968) montrent que l e  cho les té ro l  augmente l a  croissance des 

espèces é tudiées ,  e t  remarquent que Pythium s p .  incorpore e t  métabolise 

plus rapidement l e  glucose en gaz carbonique, su r  l e s  milieux contenant 

un s t é r o l .  Des travaux ont  démontré l a  p robab i l i t é  de formation d'un 

complexe entre  l e s  s t é r o l s  e t  l e s  phospholipides ; c ' e s t  a i n s i  que GOTTLIEB 

(1950) indique que l e s  ant ib iot iques  polyènes, qu i  sont des i nh ib i t eu r s  de 

l a  croissance e t  de l a  reproduction des champignons agissent  pa r  i n t e r f é -  

rence avec l e s  s t é r o l s  c e l l u l a i r e s  ; i l s  aura ien t  pour e f f e t  l a  rupture  

de l a  perméabil i té  c e l l u l a i r e ,  e f f e t  qui  s e r a i t  contrecarré par  l e s  

s t é r o l s  exogènes. SIETSMA e t  MSKINS ( 1968) é tud ien t  l e  r ô l e  des s t é r o l s  

sur l e  métabolisme des ce l l u l e s  de Pythiwn s p .  PRL 2142 ; pour eux l e  

Champignon e s t  capable d ' incorporer l e  cho les té ro l  dont l e  r ô l e  s e r a i t  de 

modifier l a  perméabil i té  c e l l u l a i r e ,  ce changement de perméabil i té  s e r a i t  

probablement l e  fac teur  agissant  s u r  l a  capaci té  du Chanpignon de survivre  

à des températures hautes (HASKINS, 1965). De plus ,  l e  cho les té ro l  s e  re- 

trouve en f a i b l e  quant i té  dans l e s  mitochondries e t  l e  rét iculum endo- 

plasmique de ce r t a in s  organismes, ag i ssan t  a i n s i  sur l a  r e sp i r a t i on  cel lu-  

l a i r e .  En changeant l a  composition du rét iculum endoplasmique, l e  choles térol  

a g i r a i t  sur l a  synthèse des  p ro té ines ,  en p a r t i c u l i e r  des enzymes t e l l e s  

que l a  ce l lu lase  e t  l a  laminaranase ; c e t  e f f e t  se  t r a d u i r a i t  su r  l a  crois-  

sance e t  l a  morphologie du Chaqpignon. 

En e f f e t ,  l a  pa ro i  des c e l l u l e s  de Pythium s p .  e s t  const i tuée  en pax t ie  

de laminarane ( B-1-3 glucose ) , de ce l lu lose  ( B-F-4 glucose) qui main- 

t iennent l a  s t r uc tu r e  de l a  paro i .  

Les mécanismes par lesquels  l e s  s t é r o l s  agissent  sur  l e  métabolisme e t  

induisent  ou s t imulent  l a  reproduction sexuée des Champignons, demeurent à 

ce jour inconnus.Par analogie avec l e  monde animal, c e r t a in s  chercheurs ont 

envisagé un r ô l e  hormonal des s t é r o l s  ou une act ion s t imula t r i ce  des com- 

posés issus  de l e u r s  transformations par  l e s  rad ia t ions  u l t r a -v io l e t t e s .  

De nombreux auteurs  a t t r i buen t  actuellement l ' e f f e t  des s t é r o l s  dans l a  

reproduction sexuée à l e u r  pa r t i c ipa t i on ,  dans l e s  a c t i v i t é s  métaboliques, 

à des réact ions  oxydatrices productr ices  d 'énergie ou à l e u r  act ion sur 

l a  perméabil i té  c e l l u l a i r e .  



c )  action dea 6a%~0.& bUn pauvoh pathogène : Peu de travaux ont é t é  

consacrés au r ô l e  des s t é r o l s  sur  l e  pouvoir pathogène des Pythiwn. 

DEFAGO e t  c o l l .  (1975) é tud ien t  l e  r ô l e  des s t é r o l s  e t  des saponines sur  

l e  pouvoir pathogène du Pythiwn pmoecandrwn. Les saponines sont synthé- 

t i s é e s  par de nombreuses plantes  ; e l l e s  in te rv iendra ien t  dans l e s  phéno- 

mènes de rés i s tance  aux pa ra s i t e s  i n  v i t r o ,  en se f i xan t  sur  l e s  molécules 

de choles térol  incorporées à l a  membrane cytoplasmique des Champignons. 

D'une p a r t ,  l a  formation du complexe saponine-cholestérol d é t r u i r a i t  l a  

semi-perméabilité de l a  membrane du Phycomycète , e t  d ' autre  p a r t  diminue- 

r a i t  son pouvoir de sporuler  asexuellement e t  sexuellement. Ce phénomène 

e s t  rencontré chez l a  Tomate e t  l a  Betterave dont l e s  racines  contiennent 

des saponines. Par contre ,  chez l e  Pois e t  l e  S o j a  dont l e s  racines exemptes 

de saponines suscept ibles  de réag i r  avec l e  cho les té ro l ,  l a  maladie s ' a -  

vère plus  grave du f a i t  que Pythium se reprodui t  sexuellement. 

MELLANO e t  co l l .  (1970) démontrent l e s  r e l a t i o n s  ex i s t an t  en t r e  l ' a c t i v i t é ,  

de l'enzyme pectique du f i l t r a t  de cul ture  du P. u l t i m  e t  l e s  s t é r o l s  

présents  dans l e s  rac ines  de Muflier ,  su r  l e  pouvoir pathogène de ce 

~ h ~ c o m y c è t e  du Mufl ier .  

L'enzyme pectique présente dans l e s  f i l t r a t s  de cul ture  provoque l a  des- 

t ruc t ion  des t i s s u s  de l a  racine  ; l a  présence de B-sitostérol  dans l e  

milieu indui t  l a  formation de zygotes d'une p a r t ,  e t  diminue l ' a c t i v i t é  

pectique de l'enzyme d 'au t re  p a r t .  Des t i s s u s  de Muflier t o l é r an t s  à 

Pythium ultirnwn contiennent des taux importants de s t é r o l s ,  permettant 

l e  passage du champignon de l ' é t a t  végé ta t i f  à l ' a c t i v i t é  sexuel le ,  mais 

provoquant une baisse  de l ' a c t i v i t é  pectique du f i l t r a t ,  donc une diminu- 

t i on  de l a  virulence.  Chez l e s  t i s s u s  sens ib les ,  l 'absence de s t é r o l s  per- 

met à l ' a c t i v i t é  pectique de s 'exprimer, donc à l a  virulence de s 'exprimer.  

II. INFLUENCE D E  LA TEMPERATURE 

De façon générale,  l e s  températurescomprises en t r e  10 

e t  3 5 ' ~  favor isent  l a  croissance mycélienne de t r è s  nombreux organismes 

fongiques, e t  peuvent de ce f a i t  induire  l eu r  reproduction. Cependant, l e s  

exigences thermiques des d i f f é r en t s  Champignons var ien t  en fonction des 

genres e t  des espèces. 



HUGUENIN e t  BOCCAS ( 197 1 ) soulignent que l a  r é a l i s a t i o n  

de l a  phase sexuée de Phytophthora paZmivora r equ i e r t  des températures 

plus  basses que ce l l e s  exigées par  l a  croissance végéta t ive  (20 à 26Oc 

au l i e u  de 28 $ 30°C). Ces r é s u l t a t s  sont confirmés pas ceux de KOFFI- 

DONG0 (1971) pour d ' au t res  i s o l a t s  de l a  même espèce ; en e f f e t ,  c e t  

auteur observe une croissance optimale à des températures comprises en t r e  

26 e t  31°C, t and is  que l e  nombre maximum de zygotes se  forme en t re  20 

e t  26Oc. AYERS e t  LUMSDEN (1975) déf in i ssen t  l e s  températures optimales 

de formation des zygotes qui  sont  pour Pythiwn uZtimwn de 10 à 20°c, e t  

de 15 à 25OC pour Pythium myriotyZwn e t  aphanidermtum. 

Les températures optimales de croissance e t  de produc- 

t i o n  e t  germination des oospores sont  des caractères  p a r t i c u l i e r s  à chaque 

espèce. 

I I I .  INFLUENCE LUMI ERE 

- - 4  L'action de l a  lumière s u r  l a  production des sporocystes 

a é t é  étudiée en p a r t i c u l i e r  chez p lus ieurs  espèces du genre Phytoph- 

thora. Les r é s u l t a t s  de d ivers  travaux concernant ce paramètre ne sont  

pas concordants. Selon HARNISH ( 1965) , l a  formation de sporocystes e s t  

stimulée par l a  lumière du jour e t  par  l e s  lampes à fluorescence bleue,  

l a  formation des zygotes e s t  favor isée  par l ' o b s c u r i t é  e t  par  l e s  radia-  

t ions  rouges. Selon HUGUENIN e t  BOCCAS ( 197 l ) : "1' influence de l a  lumiè- 

r e  se  t r a d u i t  par  une régress ion du taux de reproduction en fonction de 

l ' i n t e n s i t é  ; l e s  rad ia t ions  de courte longueur d'onde é t a n t  l e s  plus 

ac t ives  dans c e t t e  inh ib i t ion" .  

La levée de dormance des zygotes du Phytophthora palmivo- 

ra  Butl .  e s t  assurée de façon intense  par l e s  r ad i a t i ons  bleu-violet  

(HUGUENIN e t  BOCCAS, 1971). RIBEIRO e t  c o l l .  (1975) montrent que l e s  ra-  

d ia t ions  de longueurs d'onde 450 e t  750 na  st imulent l a  reproduction de 

4 espèces de Phytophthora. La nature des pigments de photoréponse n ' e s t  

pas déf inie  ; cependant, ce r ta ines  f l av ines ,  ou des formes voisines de 

semi-quinones, absorbent respectivement à 450 e t  700 nm. 



En ou t re ,  ce r ta ins  milieux na tu re l s ,  à l ' o b s c u r i t é  con- 

t inue ,  induisent  l a  reproduction sexuée de Champignons qu i ,  cu l t i vé s  sur  

d ' au t res  subs t r a t s ,  ne f r u c t i f i e n t  qu'en présence de lumière (LEAL, 

1971) 

Ces r é s u l t a t s  nous montrent l a  complexité du r ô l e  de l a  

lumière qui a g i t  simultanément avec l a  composition du milieu n u t r i t i f .  

CONCLUSION 

Il r e s s o r t  de c e t t e  revue bibliographique que l a  crois-  

sance e t  l a  reproduction asexuée e t  sexuée des ~hycomycètes s e  r é a l i s e n t  

de façon optimale, dans l a  mesure où l e s  conditions n u t r i t i v e s ,  thermiques 

e t  lumineuses sont  simultanément maintenues à l eu r  valeur optimale. 



C H A P I T R E  I I  

INFLUENCE DES CONDITIONS NUTRIT IVES,  THERMIQUES 

ET LUMINEUSES SUR L A  CROISSANCE ET L A  REPRO- 

DUCTI  ON DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM MATTA 

Avant d'exposer l e s  r é s u l t a t s  de nos travaux,  nous décr i -  

rons l e s  p r inc ipa les  méthodes de cu l t u r e  e t  conditions expérimentales que 

nous avons u t i l i s é e s  de façon générale .  Nous ne préciserons ,  par l a  s u i t e ,  

que l e s  condit ions opératoires p a r t i c u l i è r e s .  

1. MATERIEL E T  METHODES 

1 )  Milieux de cu l t u r e  : 

a )  W e u x  natuha : 

- fragments de rac ines  de ca ro t tes  : des demi-cylindres --- ............................. 
de racines de ca ro t t e s  sont découpés à l 'emporte-pièce e t  placés dans des 

tubes de Roux dont l'ampoule e s t  à demi remplie d'eau d i s t i l l é e .  

- f a r i ne  --------------- d'avoine : 20, 40 ou 60 g de f a r i n e  d'avoine sont 

mis en suspension dans un l i t r e  d 'eau d i ~ t i l l é e .  ~ p r è s  une n u i t  à 60°c, l a  

décoction e s t  s o i t  gélosée à 2 % e t  coulée dans des tubes de pyrex 25 x 

200 mm, à ra i son  de 18 m l  par tube,  s o i t  f i l t r é e  sur l a i n e  de ver re ,  l e  f i l -  

t r a t  r é a ju s t é  à 1 l i t r e ,  e s t  gélosé puis  r é p a r t i  en tubes.  

- eau de Eome de t e r r e  : l a  concentration chois ie  (20, 
-----A ------------- 

40 ou 60 g )  de pulpe de pomme de t e r r e  finement broyée e s t  mise à b o u i l l i r  

dans un l i t r e  d 'eau d i s t i l l é e  pendant 10 minutes. Après refroidissement,  

l a  pulpe e s t  à nouveau broyée à l ' u l t r a - t u r ax  puis f i l t r é e  sur  verre  f r :  



Le volume du f i l t r a t ,  ramené à sa valeur  i n i t i a l e  par addi t ion d 'eau dis-  

t i l l é e ,  e s t  gélosé à 2 % e t  r é p a r t i  en tubes ,  ce milieu gélosé peut ê t r e  

additionné de 1 % de glucose (mil ieu potato-dextrose-agar ,_en abrégé P .  D .A. ) . 

6) miXieux ~ q n t h ~ q u a  : 

Notre but dans ce t r a v a i l  n ' é t a i t  pas l a  mise au point  

d'un milieu chimiquement dé f in i  pour l ' é t ude  du cycle du Pythiwn tracheiphi- 

Zwn, c ' e s t  pourquoi nous avons u t i l i s é  l e  mil ieu synthétique mis au point  

par HUGUENIN ( 1 9 7 0 ) ~  mil ieu favorable à l a  croissance e t  à l a  reproduction 

du Phytophthora parasit ica : ce mil ieu nous paraissant  par t icul ièrement  

complet ; l e s  sources de carbone e t  d ' azo te ,  l e s  éléments minéraux u t i l i s é s  

nous apparaissent ,  après l ' é t ude  de l a  b ibl iographie ,  favorables à l a  

croissance e t  à l a  reproduction du genre Pythiwn. 

Le milieu de base con t ien t  l e s  éléments suivants  : 

- MgS04,7H20... ............. 0,5 g / l  - FeS04,7H20 .................. 0,5 mg/l 

- K2s0 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5 g / l  - ZnSO ,7H 0 .  ................. 0,5 mgIl 4 2 
................ - CaC12,2H20 0,2 g / l  - CuSO ,5H O . . . . . .  ............ O,OBmg/l 

- K2HP04 
4 2 

0 , l  g / l  - MnCl2,7H2O 0,02 mg/l .................... .................. 
- KH2P0 4 . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,8 g / l  - TiS04,5H20 .................. 0,02 mg/l 

- M O ~ ( N H  ) ,411 O .............. 0,02 mgIl 4 6  2 

La  source de carbone e s t  l e  glucose, apporté à ra ison de 10 g 

par l i t r e ,  l a  source d 'azote e s t  l e  n i t r a t e  de potassium, à ra i son  de 1 g 

par l i t r e ,  l e  chlorhydrate de thiamine e s t  fourni  au mil ieu à ra i son  de 

2 mg par l i t r e .  

c)  a t ~ d t i o n  : 

Les r éc ip i en t s  bouchés au coton hydrophile son t  s t é r i l i -  

sés par un autoclavage en chaleur humide, à 0,5 atmosphère pendant 20 minu- 

t e s .  

2 )  Conditions physiques : 

Les expériences r é a l i s é e s  en milieu l iqu ide  dans l e s  

f i o l e s  de Roux nécess i t en t  une bonne oxygénation du mycélium assurée par 

18 baguettes de verre  p l e in  de 6 mm de diamètre garnissant  l e  fond des 

f i o l e s .  L'ensemencement s ' e f fec tue  à l a  surface  des baguettes.  



a )  &mp&aRUhe : 

L'incubation des cu l tu res  a l i e u  dans des enceintes clima- 

t i s é e s  où l a  température e s t  réglée  à - + 0,5OC. 

b )  éceaihernect : 

Les cul tures  sont p lacées  sous un éclairement en lumière 

blanche assuré par  des tubes f luorescents  ( ~ a z d a  f l u o r  TF 20 W blanc b r i l -  

l a n t  de l uxe ) .  Les longueurs d'onde vois ines  de 350 nm sont  fournies par 

des tubes f luorescents  Mazda f l u o r  TF WN 20. 

Lors des expériences r éa l i s ée s  à l ' o b s c u r i t é ,  l e s  r éc i -  

p i en t s  de cu l tu re  sont recouverts  de papier no i r  e t  placés dans des encein- 

t e s  sans lumière. 

3) Expression des r é s u l t a t s  : 

a )  &tude de la chu&aance : 

- technique ------ ------ d e s ~ o i d s  --------- secs : l e s  courbes de croissance 

t radu isen t  quantitativement l e  développement mycélien en milieu l iquide.  

Ces courbes de croissance sont é t ab l i e s  par mesure du poids de matière sè- 

che r e c u e i l l i e  dans l e s  f i o l e s  de Roux, en milieu l iqu ide .  Ces mesures sont  

effectuées  sur 3 à 5 f i o l e s  tous l e s  2 jours.  Le mycélium e s t  réco l té  sur  pa- 

p ie r  f i l t r e  sans cendre, sous vide,  e t  lavé abondamment à l ' e a u  d i s t i l l é e .  

Le f i l t r e  e t  l e  mycélium r é c o l t é  sont ensui te  placés dans une bo î t e  à 

t a r e  dont l e  poids a in s i  que ce lu i  du f i l t r e ,  ont  f a i t  l ' o b j e t  d'une déter-  

mination préalable  après passage à 305OC jusqu' à poids constant .  

Au s o r t i r  de l ' é t uve ,  l e s  bo î t e s  à t a r e  sont placées dans un dessiccateur 

jusqu'à complet refroidissement.  Le poids sec du mycélium e s t . d é d u i t  de l a  

di f férence en t r e  l e s  r é s u l t a t s  de l a  pesée préalable  e t  de l a  pesée après 

dess iccat ion.  

- mesure du diamètre de l a  cu l tu re  :dans l e  cas de cultu- ............................... 
r e  gélosée en bo î t e  de P é t r i ,  l a  mesure de l a  croissance e s t  ef fectuée en 

notant  après 3 jours,  4 jours e t  6 jours,  l e  diamètre des cu l tu res .  

b 1 muLtLpLLcation at trep&odudon .sexuée : 

Les cul tures  sont examinées chaque jour sous l e  microsco- 

pe e t  on note l ' appa r i t i on  e t  l ' a spec t  des organes de l a  reproduction asexuée 

e t  sexuée. Le dénombrement des zygotes e t  des sporocystes e s t  ef fectué  à 

l 'hématimètre. Les r é s u l t a t s  sont  rapportés au de milieu.  



1 1. RESU LTATS EXPERIMENTAUX 

1 ) Croissance e t  reproduction sur l e s  milieux na ture l s  : 

La croissance e t  l a  reproduction sexuée e t  asexuée ont  

é t é  t es tées  sur  l e s  d i f f é r e n t s  milieux na tu re l s  ci-dessous, e t  l e s  ré- 

s u l t a t s  sont rapportés dans l e  tableau 1 .  

Tableau 7 : l n ~ h e n c q  du &eu natmel buh la cnohbance 
et Lu trepoduction du P y t h i u m  tracheiphiZwn. 

O : pan de trepoduction 
+ : chad~ance ou /repkaduction &èb &zibLea 

++ : cnohbance moyenne, tte@odudon moyenne 
+++ : chaAbance CA /reptroducZLon XmpohtavLta. 

asexuée 

Reproduction 

sexuée 

Ces cu l t u r e s  ont  é t é  r é a l i s é e s  en tubes 25/200 mm sur  

gélose pour l e s  milieux à base de malt ,  de pomme de t e r r e  e t  de f a r i ne  

d'avoine ou en tubes  de Roux pour l e s  fragments de ca ro t t e .  Nous n'avons 

pu évalué de façon préc i se  l a  croissance quan t i t a t i ve ,  auss i  avons-nous 

eu recours à l ' é c h e l l e  de croissance ci-dessus notée.  

Conclusion e t  discussion : 

La croissance qycélienne du Champignon a l i e u  sur  l e s  d i f -  

f é r en t s  milieux na ture l s  u t i l i s é s  ; e l l e  e s t  cependant p lus  importante sur  

pomme de t e r r e  glucosée, s u r  fragments de ca ro t t e  e t  su r  l e s  milieux de f a r i -  

ne d'avoine non f i l t r é e ,  à p a r t i r  de la  concentrat ion de 4og d'avoine par  

l i t r e .  

CC 

O 

+++ 
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++ 
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La mul t ip l i ca t ion  asexuée se manifeste su r  tous l e s  subs- 

t r a t s  u t i l i s é s ,  l e  nombre de sporocystes var iant  en fonction des milieux : 

ceux favor isant  l a  croissance du t h a l l e  é t an t  l e s  plus fournis  en sporo- 

cys tes .  

Quant à l a  reproduction sexuée, e l l e  n ' e s t  observée que 

sur  l e s  milieux à base de f a r i n e  d'avoine non f i l t r é e .  

Ces observations e t  r é s u l t a t s  son t  en accord avec l e s  

travaux de HASKINS ( 1963) qui n 'ob tena i t  pas l a  reproduction sexuée du 

Pythiwn acanthicwn sur  mil ieu P.D.A. e t  avec ceux de LEAL ( I ~ ~ ~ ) , ~ ' E L J ; I O T T  

e t  c o l l .  ( 1 9 6 4 ) ~  qui  démontraient l ' e f f e t  inducteur des composés s t é r o l i -  

ques e x t r a i t s  de l a  f a r i n e  d'avoine su r  l a  reproduction sexuée du Pythiwn 

sp .e t  du Phytophthora cactorwn. 

2 )  Croissance e t  reproduction sur  milieux synthétiques : 

a )  inbhence de la natutLe & de Ra concentil&an d u  aBtca.& am la ctroA- 
bance e;t la tceptcaduction bexuée du Pythiwn tracheiphilwn : 

- n a t u r e  de l a  source dg-stérol : é t a n t  donné que nous 

n'avons obtenu l a  reproduction sexuée du P. tracheiphiZwn que sur  un mil ieu 

contenant des e x t r a i t s  s térol iques  (mil ieu f a r i n e  d'avoine non f i l t r é e  ) , 
nous avons t e s t é  1' a c t i v i t é  inductr ice  des s t é r o l s  suivants : 6 - s i t o s t é r ~ l ,  

e rgos té ro l ,  choles térol ,  palmitate de cho les té ro l ,  7-déhydrocholestérol. 

Les d i f f é r en t s  s t é r o l s  ont  é t é  incorporés de l a  manière suivante au mil ieu 

de cu l tu re  : 

- dans l e  cas de milieu gélosé,  l e  s t é r o l  e s t  a jouté  avant l 'autoclavage , 
sous forme d'une solut ion é thérée ,  à ra ison de 2 m i  d 'é ther  renfermant 
2 mg de s t é r o l  pas l i t r e  de mil ieu ; 

- dans l e  cas de milieu l i qu ide ,  l e  s t é r o l  dissous extemporanément dans 
l ' é t h e r ,  e s t  a jouté  à ra ison de 0 , l  m l  de so lu t ion  é thérée ,  à chaque 
f i o l e ,  après autoclavage, dans l e  milieu légèrement t i ède  ; af in  
d 'assurer  l e  maximum d'évaporation du solvant é théré ,  l e s  f i o l e s  sont  
ag i tées  après l ' add i t i on  du s t é r o l .  

Nous avons u t i l i s é  dans ces expériences des doses de s t é r o l  de 2mg par  

l i t r e ,  HUGUENIN incorporai t  20 mg pa;r l i t r e  de 6 -s i tos té ro l .  

Nous avons également ensemencé des milieux l iqu ides  ne contenant pas de 

s t é r o l .  



- r é s u l t a t s  : l e s  r é s u l t a t s  sont l e s  suivants : sur l e  --------- 
mil ieu contenant l e  6 -s i tos té ro l  , l e  cho les té ro l ,  l e  7-déhydrocholestérol 

après 3 jours Ce cu l t u r e ,  l e s  spermatocystes sont formés ; après l e  5ème 

jour, on note l a  formation des oocystes e t  l e  début des phénomènes de 

conjugaison ; l e s  jours suivants ,  jusqu'au 8ème jour ,  on remarque l a  

formation des organes sexués e t  l ' évo lu t ion  vers  l a  formation des oospores 

ou zygotes. Des changements interviennent au niveau du contenu des organes 

sexués : l e  contenu de 1 'oocyste e s t  d '  abord finement granuleux, l a  paro i  

e s t  assez f i ne .  

L'accolement du spermatocyste contre l a  paro i  de l ' oocys te  s'accompagne 

de l 'émission par  l e  spermatocyste d'un tube de conjugaison qui perce 

l a  paro i  de l ' oocys te .  

La fécondation de l 'oospore s'accompagne d 'un épaississement de l a  paro i  

de l'oogone e t  de l a  dégénérescence du spermatocyste. L'oospore ou zygote 

présente  une paro i  épaisse  de nature cal lo-cel lu los ique ; son contenu s ' i n -  

d ividual ise  en deux régions : une région cen t ra le  granuleuse e t  un corpus- 

cule  en forme de c ro i s s an t ,  dans un des pôles .  

Il e s t  à noter que l 'e rgostérol  ne permet pas l a  d i f f é r enc i a t i on  des organes 

sexués. 

Les r é s u l t a t s  sont rapportés dans l e  tableau 2 .  

Tableau 2 : ?nQ3.~ence de Lu how~ce de ~ X e t L o l  hm la 
ctto&dance eX l a  keptoductio~ bexuée du Pythiwn tra-  

1 

nature du s t é r o l  

B-s i tos té ro l  

choles térol  - 

7-déhydro- 
choles térol  

palmitate de 
choles térol  

ergostérol  

Jour d ' appar i t ion  
des organes sexués 

------------------------------------.------------------------------------ 

3ème 

3ème 

3ème 

3ème 

- 

nbre de zygotes 
par u 1  de mil ieu 
l e  10e jour 

190 

200 

171 

18 3 

O 

poids de matière 
sèche en mg au 
10e jour 

302 

28 5 

29 1 

30 1 

28 O 



Ces r é s u l t a t s  i l l u s t r e n t  l e  f a i t  que l e s  d i f f é r en t e s  sources de s t é r o l ,  à 

l ' excep t i on  de l ' e r g o s t é r o l  sont favorables à l a  croissance e t  à l a  repro- 

duction sexuée de  P. tracheiphiZwn. 

- concentrat ion en s t é r o l  : nous avons t e s t é  l e  ----------------__-_ 
6-s i tos té ro l  aux concentrat ions suivantes : 0,02, 0,1, 0 ,2 ,  0 ,5 ,  1 ,  5  e t  

10 mg par  l i t r e .  Les r é s u l t a t s  sont exprimés dans l e  t ab leau  3 .  

Tableau 3 : In&tuence de lu concenfir&on en ~-bLt~bXGttoL 
611h la mohnance et la hepociufion aexuée du Pythiwn 
t racheiphi  Zwn. 

I l  r e s s o r t  de ces  expériences que l e s  concentrat ions en s t é r o l  de 0,02, 

0,1,  0 ,2  e t  0,5 mg par l i t r e  sont  auss i  e f f i caces  dans l a  production des 

zygotes que l e s  concentrat ions supérieures à 1 mg. 

concentrat ions en 
B-si tostérol  en 
% / l i t r e  

O ,02 

021 

0,2 

035 

1 

5 

10 

- conciusions ----------- : ces  r é s u l t a t s  nous montrent que Pythiwn 

tracheiphilwn a besoin de s t é r o l  pour assurer  s a  reproduction sexuée. Le 

B- s i t o s t é r61y l e  cho les té ro l ,  l e  palmitate de cho les té ro l ,  l e  7-déhydro- 

cho les té ro l  sont e f f i caces  pour l ' i nduc t i on  de ce phénomène sexué ; par 

contre l ' e r g o s t é r o l  se  révèle  ine f f i cace  dans l a  formation des organes 

sexués du P. tracheiphilum, t and i s  q u ' i l  s ' avère a c t i f  dans 1' induction 

sexuée du P. acanthicwn (HASKINS e t  c o l l . ,  1964), e t  du Phytophthora cac- 

torwn (ELLIOTT e t  c o l l . ,  1964) . Quant à l ' i n f l uence  de l a  concentrat ion en 

s t é r o l  sur l a  croissance e t  l a  reproduction sexuée du P. tracheiphiZwn, 

nos r é s u l t a t s  montrent que l e  nombre de  zygotes par p l  de mil ieu au 

jour de formation 
des organes sexués 

........................................................................ 
3ème 

3ème 

3 ème 

3 ème 

3ème 

3ème 

3 ème 

nbre de zygotes 
par de mil ieu  
au 10ème jour 

18 5 

189 

170 

192 

180 

1 98 

179 

croissance 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 



F I G U R E  2 

INFLUENCE DE LA NATURE DE LA SOURCE DE CARBONE SUR LA 

CROISSANCE DU Pi'THIUM TRACHEIPHILUM 

*-9 r ibose  

g glucose 

0-0 maltose 

p-. - -  -a f ructose  

n-• raff inose 



masse de 
my ce1 ium 

I mg 

5 
I I 

10 15 jours .. 



10ème jour de cu l tu re  e s t  sensiblement identique pour l e s  concentrations 

de s t é r o l  u t i l i s é e s .  Notons que nous u t i l i sons  dans l e  mi l i eu  chimiquement 

dé f in i  de HUGUENIN, des doses de s t é r o l  100 f o i s  moins importantesque tel- 

l e s  u t i l i s é e s  par  c e t  auteur ( 0 , 2  mg/l) .  En présence de 0 ,2  mg par l i t r e  de 

6-si tostérol ,  l a  croissance du Pythiwn tracheiphi Zwn e s t  identique à c e l l e  

obtenue sur  l e  même milieu sans s t é r o l .  

6) i n ~ l u n c e  de la vatme. t.t de. la cancentrrdan de lu damce en catrbane : 

- nature de l a  source carbonée : dans l e s  expériences ............................ 
qui suivent,  l e  milieu u t i l i s é  e s t  l e  mil ieu de HUGUENIN ( 1970) préalable-  

ment d é c r i t  ; l e s  besoins en azote sont assurés par  l e  n i t r a t e  de potas-  

sium, à raison de 138 mg par  l i t r e .  

Nous avons t e s t é  l e s  sources suivantes de carbone : r ibose ,  glucose, f ruc-  

tose ,  maltose, ra f f inose ,  en milieux l i qu ides ,  à ra ison de 4 g de carbone 

par l i t r e ,  e t  l ' i n u l i n e  en mil ieu gélosé en bo î t e  de P é t r i  à raison de 

10, 15 e t  20 g pas l i t r e .  

r é s u l t a t s  : 

. influence de l a  source de carbone sur  l a  croissance 

mycélienne : Les r é s u l t a t s  sont exprimés dans l a  f igure  2 .  Après 4 jours 

de cu l tu re ,  on constate que P. tracheiphiZwn u t i l i s e  t ou t e s  l e s  sources 

de carbone, à l ' except ion de l ' i n u l i n e ,  pour s a  croissance végé ta t ive ,  s a  

mul t ip l i ca t ion  e t  s a  reproduction sexuée. Cependant, on note  des di f féren-  

ces au niveau de l a  croissance quan t i t a t ive  e t  de l a  v i t e s s e  de croissance : 

en e f f e t ,  l e  glucose, l e  f ructose  e t  l e  maltose permettent d 'obtenir  au 

10ème jour de cu l t u r e ,  des poids de matière sèche va r i an t  en t r e  270 e t  

300 mg, tandis  qu'avec l e  r a f f i nose ,  l'optimum de croissance e s t  r e t a rdé  

au Ilème jour e t  correspond à 215 mg de matière sèche ; c e t  optimum e s t  

a t t e i n t  au 7ème jour,  avec 106 mg s i  nous u t i l i s o n s  l e  r ibose  comme source 

de carbone. 

L' inuline apportée au mi l ieu  à 10, 15 ou 20g par l i t r e  ne permet pas l a  

croissance mycélienne du Pythiwn tracheiphitwn. 

. influence de l a  source de carbone s u r  l a  mul t ip l icat ion 

e t  l a  reproduction sexuée : Nous avons effectué  des comptages, à l 'hémati-  

mètre, de sporocystes e t  de zygotes par  p l  de milieu après incubation de 

10 jours.  Les r é s u l t a t s  sont  exprimés dans l e  tableau 4. 



TabLeau 4 : 1n~Ruence de lu aaunce de canbone am la 
r n W p f i d o n  &t am lu trephoducZion aexuée du 
P. tracheiphi lum. 

Il r e s so r t  de ces expériences que l e  glucose,  l e  f ruc tose ,  l e  maltose 

favorisent  à l a  f o i s  l a  mul t ip l icat ion e t  l a  reproduction sexuée du 

P. tracheiphilwn. Tous l e s  subs t ra t s  carbonés, à 1 'exception de 1' inu l ine ,  

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

bre  moins important de zygotes sur  ra f f inose  e t  sur tout  sur  r ibose .  

Sources de carbone 

-- ---------- 
Ribose 

Glucose 

Fructose 

Maltose 

Raff inose 

Inuline 

- concentration de l a  source de carbone : a f i n  de préci -  ................................... 
s e r  l ' in f luence  de l a  concentration en carbone sur  l a  croissance e t  l a  

reproduction, nous avons employé l e  glucose aux concentrations de 2 ,  2,4, 

2,8, 3,2, 3,6 e t  4 g par  l i t r e .  

Les r é s u l t a t s  sont  exprimés dans l e  tableau 5.  

Nbre de sporocystes 
par !-il de mil ieu 
au 10ème jour 

----------------------------------.------------------------ 

220 

228 

2 1 O 

219 

181 

O 

Nbre de zygotes par  
111 de milieu au 10ème 

jour 

110 

200 

191 

178 

155 

O 



TabLeau 5 : 7n~luence de Ra c o n c e ~ ~ o n  en cmbone hm 
tu cho&aa,nce e.t la tLeptLoduction du p. tracheiphilum. 

- -  - Cette étude é t a b l i t  de façon t r è s  n e t t e  que l e s  doses de 2 e t  2,4 g de 

carbone par l i t r e  n ' induisent  pas l a  reproduction sexuée du champignon ; 

par  contre ,  ces  doses permettent une croissance qycélienne normale e t  

l'accomplissement de l a  mul t ip l i ca t ion .  La concentration de l a  som-  

ce carbonée a f f e c t e  peu l e  nombre de sporocystes ; par  con t re ,  l e s  doses 

de carbone comprises en t re  2,8g e t  hg par l i t r e  favor isent  nettement l a  

formation des zygotes ; l a  dose de 8g par l i t r e  de carbone inhibe l a  re- 

production sexuée. 

Concentrat ions en 
carbone en g / l i t r e  

2 

294 

298 

3,2 

396 

4 

6 

8 

- conclusion ---------- : il s e  dégage de ces r é s u l t a t s  que l a  na- 

turc de l a  source carbonée i n t e rv i en t  plus spécifiquement sur  l e  dévelop- 

pement w c é l i e n  que sur l e s  phénomènes de reproduction. On note que l e s  

zygotes peuvent se  développer sur tous  l e s  subs t r a t s  carbonés permettant 

l a  croissance,  mais on observe un nombre plus important de zygotes sur 

glucose, f ruc tose  e t  maltose. La  reproduction sexuée du P. tracheiphilum 

dépend étroitement de l a  concentrat ion en carbone, l e s  doses favorables 

va r i en t  de 2,8 à 6 g par l i t r e .  Les concentrations en carbone égales ou 

in fé r ieures  à 2 , 4  g ,  égales ou supérieures à 8 g inhibent l a  reproduction 

sexuée tandis qu ' e l l e s  conviennent à l a  croissance e t  à l a  formation des 

sporocystes. 

1 
Nbre de sporocys- 
t e s  par  de 
mi l ieu  au 10e jour 

174 

1 77 

192 

167 

192 

200 

191 

187 

Croissance 

+++ 

+++ 

i++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+F+ 

+++ 

Nbre de zygotes 
par  p l  de milieu 
au 1 Oème jour ....................................................................... 

ra res  zygotes 

10 

17 1 

160 

177 

185 

182 

5 8 



Nous constatons donc que l e s  taux de carbone favorables à l a  reproduction 

sexuée de P y t h i w n  t r a c h e i p h i Z w n  peuvent ê t r e  plus  élevés que ceux qui 

stimulent l a  croissance e t  l a  mul t ip l icat ion.  Les valeurs  optimales sont 

cependant l imi tées .  I l  ne s ' a g i t  donc pas d'un phénomène d i t  "d'affamement" 

t e l  q u ' i l  se  produit  chez l e s  Levures ,cel les-c i  produisant des asques l o r s -  

qu 'e l l es  sont privées d 'al iments,  mais de 1 ' établissement d'un équ i l ib re  

physiologique. 

- nst_ure-e tconcentr~t,i0n-ds-1a-~o~r,ce-en-szot, : dans 
ces e s sa i s ,  nous u t i l i s o n s  l e  milieu de HLJGUENIN dans l eque l  l e  glucose 

e s t  apporté à ra i son  de 4g de carbone par  l i t r e .  Nous avons expérimenté 

l e s  sources d 'azote  suivantes : 

- l ' a zo t e  n i t r i que  sous forme de n i t r a t e  de potassium à l a  concentration de 
150mg d 'azote  par  l i t r e  ; 

- l ' a zo t e  organique fourn i  successivement par de l ' a l a n i n e ,  de l ' a sparag i -  
ne, de l a  leucine  à l a  dose f i n a l e  de 150mg d 'azote  par l i t r e  ; nous avons 
chois i  ces acides aminés ca r  de nombreux auteurs  ont é tudié  l eu r  r ô l e  dans 
l a  croissance e t  l a  reproduction des espèces du genre P y t h i w n .  

- concentration en azote : nous avons t e s t é  l e  n i t r a t e  de .................... 
potassium de façon à fou rn i r  50, 100, 138, 150 e t  200mg d 'azote  par  l i t r e ,  

l ' a l an ine ,  l a  leucine  e t  l ' asparagine :séparément. à des doses f i n a l e s  de 

50 e t  150 mg d 'azote  par l i t r e .  

r é s u l t a t s  : 

Les r é s u l t a t s  sont exprimés dans l e  tableau 6 .  



Tableau 6 ; In@kence de Ra na;twre & de la c o n c e M a n  
de Ra aallhce d1azaZe am Ra chohdance & la h e p h ~ d u d o n  
du Pythiwn tracheiphi  h m .  

.act ion sur  l a  croissance qycélienne e t  l a  mul t ip l i ca t ion  : 

V,ggt_e_-;~~rique permet l a  croissance du Pythiwn tracheiphi2u.m ; l a  masse 

mycélienne maximale e s t  obtenue au Ilème jour avec l e s  d i f f é r e n t e s  doses 

t e s t é e s .  La croissance optimale e s t  obtenue avec 138mg d 'azote  pa r  l i t r e .  

Les valeurs  de 100 e t  su r tou t  de 50mg d ' azo te  par l i t r e  réduisent  considé- 

rablement l a  croissance quan t i t a t ive  du Pythiwn trache-iphiZwn ; l e s  doses 

de 150 e t  200 mg permettent unecroissance sensiblement moins importante que . 

c e l l e s  obtenues avec 138 mgIl. 

L'azote organigge fourni  pa r  l ' a l a n i n e  e t  l ' asparagine  à l a  dose de 150mg ---------- --- 
par l i t r e  permet une croissance mycélienne importante (poids  de matière 

sèche de 250 e t  27Omg au 1 1 ème jour de cu l t u r e  ) . Par con t re ,  1 'a lanine  e t  

l ' a sparag ine ,  à ra i son  de 5Omg d ' azo te  par l i t r e ,  ne permettent qu'une 

croissance f a i b l e .  La leucine ,  aux concentrat ions de 50 ou 150mg d 'azote  

par l i t r e ,  ne f o u r n i t  qu'une t r è s  f a i b l e  masse mycélienne. 

Source d'azote 

Nitrate de potas- 

s ium 

Alanine 

Asparagine 

Leucine 

Quantité d'azote par 
litre 

50 W 
100 mg 

138 mg 

150 mg 

200 mg 

50 % 

150 mg 

50 mg 

150 mg 

50 mg 

150 ag 

a, 

% 
.rl 
k 
+> .rl 

G 

a, C> 

EI 
4 

I 
0' 

.A 

2 
GO 

O 

al Y 

N 
4 

Multip1icai;ion asexuée 

+ 
ccc 

+++ 
+++ 
+++ 

CC 

+++ 

++ 
+++ 

+ 
+ 

Poids de matière sèche 
après 11 jours de cul- 
ture 

---------------T----------------------I----------------------I------------------------------ 

28 mg 

170 q 

302,3 mg 

290 ng 

250 mg 

90 mg 

270 mg . 

83 mg 

250 mg 

80 mg 

92 mg 

neproduction sexuée 

- 
- 

+++ 
+++ 
+++ 

- 
+++ 

- 
+++ 

- 
- 



La mul t ip l i ca t ion  asexuée a l i e u  su r  l e s  d i f fé ren tes  sources d 'azote  ; de 

façon générale,  on note une réduction de nombre de sporocystes formés lo rs -  

que l a  croissance mycélienne e s t  moins importante. 

.act ion su r  l a  reproduction : La reproduction sexuée ré-  

clame des condit ions plus pa r t i cu l i è r e s  : l e s  zygotes se  forment en grand 

nombre sur  l e  mil ieu où l ' a z o t e  e s t  fourni  par  l e  n i t r a t e  de potassium, à 

ra ison de 138, 150 e t  200 mg par l i t r e  ; l e s  doses de 50 e t  100mg ne per- 

mettent pas l a  production des zygotes. Parmi l e s  acides aminés t e s t é s ,  nous 

remarquons 1' i n e f f i c a c i t é  de l a  leucine  fournie  à des concentrat ions d 'azote  

de 50 e t  150mg par l i t r e  ; c e t  acide aminé e s t  également moins bien métabo- 

i i s é  par  P. tracheiphiZwn t a n t  pour l a  croissance végéta t ive  que pour sa  

différenciation.asexuée. En ce qui concerne l ' a l an ine  e t  l ' a sparag ine ,  l e s  

doses de 50mg d 'azote  par l i t r e  semblent insuf f i san tes  l o r s  du déclenchement 

du processus sexué, par contre l e s  doses de 150mg par l i t r e  st imulent net te-  

ment l a  production des zygotes du P. tracheiphiZwn. 

Cependant, il a u r a i t  é t é  in té ressan t  de t e s t e r  des quan t i t és  plus importantes 

d 'azote,  permettant d ' a t t e indre  l e s  l im i t e s  maximales pour l ' i n h i b i t i o n  de 

l a  reproduction sexuée du P. tracheiphilwn. 

- conclusions ----- - ---- -- : l ' a z o t e  n i t r ique  fourni  sous forme de n i -  

t r a t e  de potassium semble s a t i s f a i s a n t  pour l a  croissance e t  l a  reproduction 

du Pythiwn tracheiphi  lwn. 

L'alanine e t  l ' asparagine const i tuent  des sources d 'azote e f f icaces  pour l a  

croissance,  l a  mul t ip l icat ion e t  l a  reproduction sexuée du pa ra s i t e .  L'inef- 

f i c a c i t é  de l a  leucine s e r a i t  en accord avec l e s  travaux de LEAL e t  c o l l .  

( 1967) , CHILD e t  c o l l .  ( 1969) , e t  de ERWIN e t  KATZNELSON ( 1961 ) , qui  1 'ob- 

servaient  chez d i f f é r en t e s  espèces des genres Pythiwn e t  Phytophthora. 

Les doses d 'azote  requises pour l a  croissance,  l a  reproduction sexuée, l a  

mul t ip l icat ion asexuée du Pythium tracheiphilum sont supérieures à c e l l e s  

habituellement requises  par l e s  organismes fongiques appartenant à l a  c las-  

se  des ~scomycè tes .  

Il  semblerait r e s s o r t i r  de ces expériences que l a  quant i té  d 'azote nécessai- 

r e  au Champignon va r i e  avec l a  concentration en carbone ; un équ i l ib re  car- 

bone-azote s e r a i t  indispensable au bon déroulement du cycle du P. trachei-  

philwn . 



Tableau 7 : lndluence du kappotLt cmbone/azo;te A& tu ctodnance,  k k  muM- 
p & c d o n  et la kepkoduction Aexuée. 

Reproduction 
sexuée 

- 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

- 

- 

- 

- 

+++ 
- 

Quantité de carbo- 
ne en g / l i t r e  four- 
n i  par l e  glucose 

2 

2,4 

2 ,8 

3,2 

3 ,6 
4 

4 8  

5 $ 4  
6 

4 

4 

4 
4 

Rapport 
C /N 

__--_________---___-_-________--____-.-__------___---__-________________------------_------ 

14 

17 

20 

2 3 

26 

29 

34 

39 

43 

80 

40 

20 

1 O 

Quantité d'azote 
en g l l i t r e  fourni 
par KNO3 

0,138 

0,138 

0,138 

0,138 

0,138 

O ,  138 

0,138 

0,138 

O ,  138 

O ,050 

O ,  100 

O ,  200 

O ,  400 

Croissance e t  
mul t ipl icat ion 

++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+ ++ 
+++ 
+++ 

+ 

+ 
+ 

+++ 
++ 



- gremière I_____________- s é r i e  d ' e q é r i e n c e s  -__-____ : dans c e t t e  première 

s é r i e  d 'expériences,  l e  glucose fou rn i t  successivement 2 - 2,4 - 3,2 - 
4 - 4,8 - 5,4 e t  6 g de carbone par l i t r e  ; l ' a z o t e  e s t  apporté à ra ison 

de 138 mg par  l i t r e ,  sous forme de n i t r a t e  de potassium. 

- deuxième s é r i e  d 'expériences : l e  carbone e s t  apporté --------------------------- 
à l a  concentrat ion de 4 g par l i t r e - ,  sous- forme- de glucose ; l ' a z o t e  e s t  

fourni  à ra ison de 50, 100, 200 e t  400 mg  par  l i t r e  par l e  n i t r a t e  de 

potassium. 

Les r é s u l t a t s  sont  exprimés dans l e  t ab leau  7 ,  ci-contre.  

- c g n c l u s i o ~  : l e s  r é s u l t a t s  de ces e s s a i s  montrent que 

des rappor ts  c/N compris en t r e  17 e t  34 favor i sen t  à l a  f o i s  l a  croissance 

mycéïienne, l a  mul t ip l i ca t ion  e t  l a  reproduction sexuée du Pythiwn trachei-  

phiZwn ; des rappor ts  carbone/azote, i n f é r i e u r s  ou égaux à 14 d'une p a r t ,  

ou supér ieurs  à 34 d ' au t r e  p a r t ,  ne permettent pas l a  reproduction sexuée 

de l'organisme é tud ié .  

e )  kÔLe de la ;thiamine au viaîmine 81 : 

Les travaux c i t é s  dans l a  b ibl iographie  f on t  é t a t  du 

besoin exogène en thiamine, va r iab le  selon l e s  espèces chez l e s  genres 

Pythiwn e t  Phytophthora. 

Le besoin en vitamine B I  a é t é  étudié de l a  façon suivan- 

t e  : nous avons mesuré l ' importance de l a  croissance mycélienne, e t  con- 

t r ô l é  l a  présence ou non de l a  reproduction,  en fonction de l a  concentrat ion 

en thiamine apportée au milieu sous forme de chlorhydrate.  Les 

quan t i t é s  suivantes ont é t é  u t i l i s é e s  : 0 ,2  , 0 ,5  , 1 e t  2 mg par  l i t r e  ; 

des milieux sans addi t ion de vitamine BI servent  de témoin. 

- Résul ta ts  --------- : Les r é s u l t a t s  sont  exprimés dans l e  

tableau 8 .  



Tableau b : CnuAnhance, rnuLLLpRiua5un e,t nep&uduotion 
aexuee en ~on&un de la concenAtaa5on en thiantine. 

L a  dose l imi te  supérieure ( 2  mg / l i t r e )  t e s t é e  e s t  c e l l e  dé f in i e  par  HUGUENIN 

(1971) pour l a  reproduction du Phytophthora paZrnivora;cependant, c e t t e  

concentration a i n s i  que l e s  concentrat ions in fé r ieures  que nous avons u t i l i -  

sées sont t r è s  largement supérieures aux quant i tés  requises  pour l a  repro-. 

ductlon sexuée des  ~scomycètes .  

Ces r é s u l t a t s  nous permettent d ' a f f i rmer  que P. tracheiphiZurn e s t  autotro- 

phe vis-à-vis de l a  thiamine : l e  développement aycé l ien  e t  l a  reproduction 

asexuée e t  sexuée du ~hycomycète s ' e f fec tuen t  en absence de thiamine. 

Reproduction 
sexuée 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

Concentration 
du chlorhy- 
d ra te  de th ia-  
mine en mgIl 

092 

0 ,s  

1 

2 

témoin 

& 

3 )  Influence de f ac t eu r s  physiques : 

a )  indluence du pH du miLLeu : 

Nos premiers e s s a i s  ont  é t é  r é a l i s é s  sur  l a  souche non 

axénique, en mil ieu l iqu ide  après addi t ion de H C 1  0 ,O I N  ou de KOH 0,01N 

avant l a  s t é r i l i s a t i o n .  Les pH i n f é r i e u r s  à 4,5 t e s t é s  en vue d 'él iminer l e s  

~ a c t é r i e s  par l a  méthode de RAULIN ne permettent pas l e  développement du 

Champignon ; au-delà de pH 5,5, l e  p a r a s i t e  se développe normalement en pré- 

sence de nombreuses ~ a c t é r i e s .  

Nous avons ensu i te  é tud ié  l ' in f luence  du pH, en é t ab l i s -  

sant  une gamme de pH var ian t  de 0,5 en 0,5 en t re  4 e t  8 ,  su r  l e  mil ieu chi-  

miquement d é f i n i  précédemment. 

Multiplica- 
t i o n  

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

Diamètre moyen des colonies 
(en mm) ------ 

7 j  

86 

86 

86 

86 

86 

2 j  

6 

6 

7,5 

8 , 5  

5,7 

-------------.,------ 

3 j  

7 

7 

8 ,3  

12 

13 

43 

24 

28 

22,2 

21 $8 

34 

------ 
6 j  

84 

82,2 

77,8 

74,3 

83,3 



- r é s u l t a t s  ---------- : l e s  r é s u l t a t s  sont exprimés dans l e  ta- 

bleaur ci-dessous . 

Tableau 9 : 1n~Ruence du pH swr h mohsance eX Ra t e -  
pkaduction du Pythium tracheiphi Zum. 

Nous constatons que des pH in f é r i eu r s  à 4,5 ne permettent n i  l a  croissance 

n i  l a  reproduction de l ' agen t  pathogène é tudié .  Les pH favorables au dévelop- 

pement mycéiien sont compris en t r e  5 e t  8 .  Quant à l a  mul t ip l i ca t ion  asexuée, 

des pH compris en t r e  5,5 e t  6,5 sont optirnumspour l a  production des sporo- 

cystes ; ces valeurs  de pH sont également favorables à l a  reproduction 

sexuée. 

Les valeurs  de pH en t re  7 e t  8 permettent l a  reproduction asexuée e t  sexuée, 

mais l e  nombre de sporocystes e t  de zygotes formés e s t  moins important. 

------------------- 
Croissance après 
5 jours 

Croissance après 
10 jours 

Nombre de spo- 
rocystes par  

r i 1  au 1Oème 
jour de cu l tu re  

Nombre de zygotes 
par p l  au 10ème 
jour de cu l t u r e  

- conclusion ---------- : l e s  valeurs  optimales de pH pour l a  crois-  

sance e t  l a  reproduction sexuée e t  asexuée du Pythium tracheiphilwn sont 

comprises en t r e  5,5 e t  7 .  

p ~ = 4  

- 

- 

O 

O 

pH=4,5 
-----.------- 

- 

- 

O 

O 

6) inaluence de & Xmpetr&e : 

Dans l e  but de déterminer l e s  températures optimales pour 

l a  croissance e t  l a  reproduction de l ' agen t  pathogène é tud ié ,  nous avons 

conduit notre  expérimentation aux températures de 10, 15 e t  1 8 O c .  

Les conditions opératoi res  sont l e s  suivantes : l e s  

pH=5 

+ 

+++ 

50 

39 

cu l tu res  sont r éa l i s ée s  sur mil ieu l i qu ide  en f i o l e s  de Roux, e t  soumises 

pH=5,5 

+ 

+++ 

200 

189 

pH=6,5 
------------.------.------------------.----- 

++ 

+++ 

197 

151 

p ~ = 6  

++ 

+++ 

188 

181 

pH=7 

++ 

+++ 

139 

129 

pH=7,4 pH=8 

++ 

+++ 

90 

101 

+ 

+++ 

77 

42 



F I G U R E  3 

INFLUENCE DE L A  TEMPERATURE SUR L A  CROISSANCE DU PYTHïüM 

TRACHEIPHILUM : 

Courbes de croissance à l a  température de 

.---O loOc 

v-v 1 5 O C  

M-a 1 8 O C  



masse de 
m y c é l i u m  
mg 

I temps 
I 
C 

1 r 
in 1 

r e  I a.. -- 9 r8 



durant toute  l a  période cu l t u r a l e ,  à une photopériode journal ière  de 

12 heures de lumière blanche, a l t e rnan t  avec 12 heures d 'obscur i t é  cont i -  

nue. 

- &gult,zs~ : i l s  sont exprimés dans l a  f igure  3 .  Ces 

r é s u l t a t s  nous montrent que la  température i n t e rv i en t  su r tou t  au cours des 

premiers jours de cu l tu re  sur  l a  v i t e s s e  de croissance qui  e s t  propor- 

t ionne l le  à l a  température ; e l l e  e s t  grande à 1 8 O c ,  f a i b l e  à 10 e t  15OC. 

La  température a f f ec t e  peu l a  valeur  pondérale du maximum de croissance,  

mais e l l e  d i f f è r e  l a  date d 'appar i t ion de ce maxirmun qui e s t  au 9ème jour 

à 18Oc, au llème jour à 15OC e t  au 14ème jour à 10°C. 

Chez P. tracheiphilwn, l a  mul t ip l i ca t ion  e t  l a  reproduction sexuée s 'ac-  

complissent aux d i f f é r en t e s  températures t e s t é e s .  Laproductionmaximale de 

zygotes coïncide avec l'optimum de croissance mycélienne ou avec l a  période 

s ta t ionna i re  l u i  succédant. 

- conclusion : l a  mul t ip l i ca t ion  e t  l a  reproduction 

sexuée du P. tracheiphiZwn ne nécess i t en t  pas des condit ions thermiques pax- 

t i c u l i è r e s  : des températures comprises en t r e  10 e t  18Oc sont favorables 

à l a  croissance e t  à l a  formation des organes sexués e t  asexués. Au cours 

de nos expériences, l a  température demeurant constante,  e s t  f ixée  à 18Oc. 

C) in@kwzce de la bumiette : 
Cette  étude a é t é  r é a l i s é e  en plaçant nos cu l tu res  dans l e s  

conditions suivantes : 

- sur milieu synthétique dé f in i  par  HUGUENIN avec 0,2mg de B- s i t o s t é ro l  ; 

- à l a  température de 1 8 O c  2 0 , 5 O ~ .  

Pendant 20 jours,  ces cu l t u r e s  sont soumises à des pério- 

des d ' i l luminat ions  de O - 6 - 9 - 12 - 18 - 24 heures de lumière blanche 

a l t e rnan t  avec des  périodes d 'obscur i té  de 

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

Les r é s u l t a t s  sont rapportés dans l e  t ab leau  10. 



Tableau 7 0 : In@3.ance de la dm&& d u  i m a M o v c r l  
jomn&&u app&quéa pendant 20 jocrha am Ra mahaan- 
ce & Ra /tepfiod&on du Pythiwn tracheiphilwn. 

Ces r é s u l t a t s  nous montrent qu'à l ' ob scu r i t é  continue,  

l e  Champignon se  développe e t  f r u c t i f i e .  Nous n'observons aucune di f féren-  

Durée des i r r ad i a -  
t ions  pas jour 
(en heures ) 

O 

6 

9 

12 

18 

2 4 

ce dans l e  comportement du Pyth iwn  tracheiphilwn dans l e s  d i f f é r en t e s  con-' 

d i t i ons  é tudiées  : l a  valeur pondérale du maximum de croissance e s t  sensi-  

blement l a  même à l ' ob scu r i t é  qu'avec des i r r a d i a t i o n s  de durées d i f f é -  

r en t e s ,  l a  mul t ip l icat ion e t  l a  reproduction sexuée sont indui tes  dans 

tous l e s  cas,  e t  quantitativement équivalentes ; nous ne remarquons aucune 

anomalie de s t ruc ture  e t  aucune différence au niveau des sporocystes, des 

spermatocystes e t  des oocystes en t re  ceux formés en présence ou en absence 

de lumière. 

- conclusion : il r e s s o r t  de ces expériences que l e s  ---------- 
d i f f s r en t e s  phases de formation des organes sexués e t  asexués du Pythium 

tracheiphiZwn se déroulent à l a  lumière comme à l ' ob scu r i t é  ; P. trachei- 

philwn fa i t  p a r t i e  des champignons photo-indifférents pour lesquels  l a  lu-  

mière n'exerce aucun e f f e t  su r  l a  reproduction sexuée. 

Croissance après 
10 jours en q 
de poids sec 

300,2 

285,2 

291,3 

300,l 

297,1 

289 $7 

f 

Reproduction ................................... 
asexuée 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

sexuée 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 



CONCLUSION 

L'ensemble de ces r é s u l t a t s  montre que l'accomplissement 

du cycle du Pythiwn tracheiphiZwn dépend essentiel lement de fac teurs  nu- 

t r i t i f s  e t  externes .  

Les fac teurs  l e s  p lus  favorables à l a  r éa l i s a t i on  du 

cycle de l ' agen t  pathogène sont : 

- l e  n i t r a t e  de potassium comme source d ' azo te ,  à ra i son  de 140 mg d'azote 
par l i t r e  ; 

- l e  glucose, l e  f ructose  ou l e  maltose comme source carbonée à ra ison de 
4 g de carbone par  l i t r e  ; 

- un rapport  carbone/azote compris en t r e  17 e t  30 ; 

- l e  6-s i tos térol ,  l e  cho les té ro l ,  l e  palmitate de cho les té ro l  comme s t é r o l  
exogène, à l a  dose de 0,2 mg par  l i t r e  ; 

- un pH compris en t r e  5,5 e t  7.  

Néanmoins, des var ia t ions  sont poss ibles  de p a r t  e t  

d ' au t re  de ces optimum formant a i n s i  une la rge  plage de condit ions,  de 

t e l l e  s o r t e  que l ' agen t  pathogène puisse  trouver dans l e  s o l  au cours de 

sa  phase saprophytique -s 'il en a une- ou dans l e s  t i s s u s  de l a  Laitue 

au cours de s a  phase p a r a s i t a i r e ,  tous l e s  éléments nu t r i t i onne l s  nécessai- 

r e s  à sa  croissance,  s a  mul t ip l i ca t ion  e t  s a  reproduction. 

De plus ,  s a  to lérance face  à d'importantes var ia t ions  

de pH e t  son ap t i tude  à s e  développer en t r e  10 e t  28Oc fon t  du Pythiwn 

bacheiphi twn un organisme capable de s 'adapter  aux condit ions physico- 

chimiques communément rencontrées dans l e s  so l s  des cu l t u r e s  maraîchères. 

A p a r t i r  de ces r é s u l t a t s ,  il e s t  permis de penser que 

d'une past  , l a  phase sexuelle du cycle du Champignon s ' e f fec tue  à l ' i n t é -  

r i e u r  des t i s s u s  de l ' hô t e  e t  que d ' au t r e  p a s t ,  l a  germination des sporo- 

cystes e t  des zygotes i n t e rv i en t  dans l e s  conditions n a t u r e l l e s .  



INTRODUCTION A U X  CHAPITRES I I I  ET IV 

Dans l e s  conditions optimales précédemment dé f in i e s ,  

l e s  sporocystes apparaissent  dans l e  mil ieu de cu l tu re  à p a r t i r  du 

hème jour, t and is  que l e s  zygotes sont formés dès l e  Sème jour.  L a  pé- 

r iode de production des sporocystes e t  des oospores s 'é tend s u r  une 

quinzaine de jours . 

En suivant l e s  évolutions dans l e s  d i f f é r en t s  milieux 

de cul tures  de ces deux types de f r u c t i f i c a t i o n s ,  nous constatons que 

s i  l e s  sporocystes présentent  des f i gu re s  de germination, dans ces mêmes 

conditions l e s  zygotes ne germent pas. 

Nous étudierons donc successivement l e s  condit ions 

de l a  germination des sporocystes e t  des zygotes. 



C H A P I T R E  I I I  

CONDITIONS FAVORABLES A LA GERMINATION DES SPOROCYSTES 

DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM 

Les sporocystes du P y t h i w n  t r a c h e i p h i Z w n  germent unique- 

ment par des tubes de germination, sur l e s  d i f fé ren t s  milieux que nous avons 

u t i l i s é s .  Ces tubes de germination peuvent ê t r e  au nombre de 1 à 5 par  

sporocyste e t  posséder des diamètres compris en t re  2 e t  6 Pm : ces caractè- 

r e s  dépendent de l a  composition du milieu de germination e t  des conditions 

de 1 'incubation ( ~ i g u r e  4). 

Nous étudierons donc 1 'act ion de quelques facteuzs  nu t r i t ion-  

ne l s  e t  physiques sur  l a  germination de ces  sporocystes. 

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

f 

1 )  Préparation des exsudats : 

Des graines de Lai tues  de d i f fé ren t s  c u l t i v a r s  , désin- 

fec tées  par  trempage pendant 15 minutes dans l 'hypochlor i te  de sodium à 

1 %, r incées plus ieurs  f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e ,  sont  semées sur  un 

milieu gélosé : mil ieu de Czapeck de composition suivante : saccharose : 

30g ; NaN03 : 3g ; MgS04,T'H20 : 0,5g ; K C 1  : 0,5g ; FeS04 : 0,01g ; 

gélose : 18g. Après germination, seules l e s  graines ne présentant  pas de 

microorganismes sont t ransférées  dans des tubes 25x200mmY autoclavés, con- 

tenant de l a  p e r l i t e  imbibée de so lu t ion  n u t r i t i v e  de Hoagland. 



F I G U R E  

GERMINATION DES SPOROCYSTES DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM 

z : zygote 

s p  : sporocyste 

t g  : tube de germination 

OOCYSTES ET SPERMTOCYSTES DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM 

O : oocyste 

sp : spermatocyste 

hm : hyphe mycélien 





Cinq jours plus  t a r d ,  3 plantules  de Lai tues  sont placées 

aseptiquement dans un c r i s t a l l i s o i r  contenant 100 ml d 'eau d i s t i l l é e  s t é -  

r i l e .  Les racines  plongent dans ce c r i s t a l l i s o i r  pendant 6 jours.  Le con- 

tenu d i lué  au demi avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  e s t  r é p a r t i  à r a i son  de 15 ml 

par erlenmeyer. Ceux-ci sont r é p a r t i s  en 2 l o t s  : 

- un premier l o t  où l 'exsudat  r a c i n a i r e  e s t  u t i l i s é  t e l  quel  ; 

- un deuxième l o t  additionné de glucose à ra i son  de S g / l i t r e .  

Ces deux l o t s  sont ensemencés par  des fragments de cul- 

tu re  âgées de 10 jours, incubés à 2 2 ' ~  pendant 10 jours,  sous un éc l a i r e -  

ment journal ier  de 12 heures de lumière blanche a l t e rnan t  avec 12 heures 

d 'obscur i té .  

Les r é s u l t a t s  sont  repor tés  dans l e  tableau 1 1 .  

Tableau 1 1  : Indtuence den ex6udd  k a c i d e n  de& OU 

ad&onnZn de gtucoae buh la maAdance. et kk g M n a -  
ZLon d u  bpotrocy&ta du Pythiwn tracheiphiZwn. 

A l'examen de ce t ab leau ,  nous voyons que l e s  exsudats ra-  

c ina i res  st imulent l a  croissance wcé l i enne  e t  l a  germination des sporocys- 

t e s  du Pythiwn tracheiphilwn puisque sur  l e  mil ieu de HUGUENIN, seu ls  20 % 
de ces sporocystes germent. 

4 

% de germination 
des sporocystes 
après 3 jours 

Croissance en 
mg de matière 
sèche après 
7 jours 

Exsudat na tu r e l  + glucose 
5g/ l  

v a r i é t é  
no 7 

1 O0 

129 

Exsudat nature 1 

va r i é t é  
n07 

5 1 

5 3 

,.------.------------"-----'-------------- 
"Aurébia" 

1 O 0  

149 

"Suzan" 

100 

120 

------------------- 
" ~ u r é l i a "  

53 

5 9 

"Suzan" 

5 0 

75 



En présence d!exsudats rac ina i res  glucosés, nous obser- 

vons un accroissement t r è s  sensible  de l a  croissance mycélienne e t  un op t i -  

mum de germination pour l e s  sporocystes ( 100 % )  . 

Ces r é s u l t a t s  concordent avec ceux observés par  de nom- 

breux auteurs qui  a t t r i buen t  aux exsudats de graines ou de r ac ine s , e t  à 

d i f f é r en t s  e x t r a i t s  de plante hô te ,  un r ô l e  important dans l a  germination 

des sporocystes. 

STANGHELLINI e t  BURR (1973) montrent que 80 % des spo- 

rocystes du Pythiwn aphanidermtum germent par l 'émission d'un à t r o i s  

tubes de germination, e t  ceci  1 h 30 après que l e  s o l  a i t  é t é  enr ich i  en 

exsudats de graines  de Haricots .  Ces mêmes sporocystes ne germent pas s i  

on ajoute de l ' e a u  au s o l .  De même SINGH (1965 e t  1968) démontre l ' e f f e t  

s t imulateur d'exsudats de nombreuses p lan tes  su r  l 'augmentation du nombre 

de "propagules" du Pythiwn uztirnum dans l e  s o l .  Selon c e t  auteur ,  c e t t e  

st imulation s e r a i t  due à l a  présence d 'ac ides  aminés e t  de sucres dans 

ces exsudats. 

D 'après KRAFT e t  ERWIN ( 1967 ) , l e s  graines de Haricots 

en germination exsudent des quant i tés  p lus  importantes de sucre e t  d 'acides 

aminés l o r squ ' e l l e s  sont incubées à des températures extrêmes de 12' ou de 

4 2 ' ~  ; corrélat ivement,  ces auteurs notent  une plus  grande virulence de l ' a -  

gent pathogène, lorsqu '  il e s t  en présence de ces substances organiques. 

Ainsi que 1' ont montré SCHROTH e t  SNYDER ( 196 1 ) , l e s  chlamydospores du 

Fusarium soZrmi f .  phaseoZi germent en plus  grand nombre dans l e  s o l  s i  

e l l e s  s e  trouvent à proximité de graines  de Haricots en germination, ou de 

région ap ica le  de racine  p r inc ipa le ,  l a t é r a l e  ou adventive . 
Une analyse des exsudats de ces gra inesa  révélé  q u ' i l s  

é t a i en t  composés essentiel lement d 'ac ide  aspaxtique,  d '  acide glutamique, 

d'asparagine, de glucose, de saccharose, de maltose e t  de f ruc tose .  

TRUJILLO e t  HINE ( 1965) observent que l ' incorpora t ion  de t i s s u s  de Papaye 

dans l e  s o l ,  a cc ro î t  l a  populationdes Pythium aphanidermatwn e t  Phyto- 

phthora parasi t ica .  

Nous nous sommes donc ensu i te  i n t é r e s sée  au r ô l e  de 

d i f f é r en t s  acides aminés e t  sucres sur l a  germination des sporocystes.  



I I .  ACTION DES ACIDES AMINES ET DES SUCRES 

1 )  première expérience : 

Parmi l e s  acides aminés, nous avons u t i l i s é  successive- 

ment l ' a l an ine ,  l e  g lycocol le ,  l a  vaLine, l a  leucine ,  l ' i s o l euc ine  , l a  mé- 

th ionine,  l e  tryptophane. Ceux-ci sont mis en solut ion à l a  concentrat ion 

de 150mg d'azote par  l i t r e  dans du tampon 0,1M, additionné de 1 % de glucose. 

Des solut ions  tampon phosphate 0,lM sont  u t i l i s é e s  comme témoin. 

Ces milieux l iqu ides  ensemencés par des fragments de 

cul ture  âgées de 10 jours,  sont incubés à 22OC pendant 4 jours.  

TaMeau 1 2  : Tndhence den diddétem2 aciden &néa en 
ao&&Lon à 750mg d'azote p u  lX&te de ;tampon phoaph&e 
O ,  f M  addiaXonn~ de 1 % de ghcoae ~ U J Z  l e  powcen-tage de 
g e ~ n a a X o n  d a  apotocya-tea du Pythiwn tracheiphi  lum. 

Ces r é s u l t a t s  nous montrent que l e s  d i f f é r en t s  acides 

aminés additionnés de 1 % de glucose favor i sen t  l a  germination des sporocys- 

t e s  du P .  tracheiphi'lwn. Le glucose u t i l i s é  seu l  à ra ison de 4g de carbone 

par l i t r e  a cc ro î t  ce pourcentage de germination qui e s t  de 40 %, a l o r s  

qu'en présence de milieu témoin tampon phosphate, ou du mil ieu de HLJGUENIN, 

Milieux u t i l i s é s  

_----------------.------------- 

Témoin 
Milieu de HUGUENIN 

Témoin tampon 
phosphate 0,lM 

Glucose 1 % 

Alanine 

Alanine + glucose 

Valine + glucose 

% de germinatior 
des sporocystes 
après 4 jours 
d ' incubation -- 

20 

20 

4 1 

17,5 

82 

85 

Milieux u t i l i s é s  

---------- ------- 

leucine  + glucose 

i soleuc ine  +gluco se 

glycocolle+glucose 

méthionine+glucose 

tryptophane+glucose 

I 

% de germination 
des sporocystes 
après 4 jours 
d ' incubation ------------------ 

1 O0 

72 

67 

88 

1 O0 



il e s t  de 20 %. L'alanine seule ne permet que 1 7 3  % de germination, a l o r s  

que 1 'associa t ion alanine-glucose s t  i m l e  l a  germination des sporocystes 

(82 $1. 

Les combinaisons leucine-glucose e t  try-ptophane-glucose 

s 'avèrent l e s  p lus  favorables puisque 100 % des sporocystes germent. 

I l  r e s so r t  de c e t t e  expérience que l ' a s soc i a t i on  d'un 

acide aminé avec un sucre ( l e  glucose) st imule t r è s  nettement l a  germina- 

t i o n  des sporocystes du P. tracheiphi Zum. 

2 )  Deuxième expérience : 

Nous avons ensui te  re tenu  l e  tryptophane comme source 

d 'azote ,  e t  nous l 'avons associé successivement au f ructose  e t  au saccharo- 

se  à 1 %. 

Les r é s u l t a t s  sont repor tés  dans l e  tableau 13. 

Tableau 13 : Powzcentages de gemination d e s  apanacyates 
du Pythium tracheiphi lwn, apna 4 joum d 'incubation, 
awz le6 a o W u m  de akyptophane dam Le -pan phaapha- 
t e  0,7M,  ad&onnées de &~uctahe, ~acchanoae au gluco- 
ae 7 %. 

Nous voyons donc que l e  tryptophane u t i l i s é  s e u l  st imule 

l a  germination des sporocystes du Pythium ( 47 % )  . Cependant, associé  à 

une source de carbone (glucose - f ructose  ou saccharose),  l'optimum de 

germination e s t  obtenu ( 100 % )  . 

b 

Milieux u t i l i s é s  

Try-pt ophane 

Try-ptophane + glucose 

Tryptophane + f ructose  

Tryptophane + saccharose 

% de germination des 
sporocystes après 4 jours 
d ' incubation 

...................................................... 
47 % 

100 % 

100 % 

91 % 



3)  Conclusion : 

La germination des sporocystes du Pythiwn tracheiphi Zwn 

a l i e u  en présence des exsudats r ac ina i r e s  des La i tues ,  a i n s i  qu'en pré- 

sence de solut ions  d 'acides aminés additionnées de glucose, f ruc tose  ou 

saccharose. 

Parmi l e s  acides aminés que nous avons t e s t é s ,  l e s  p lus  

eff icaces  se sont  révélés ê t r e  l e  tryptophane, l a  l euc ine ,  l a  méthionine 

e t  l a  val ine .  

III- ACTION DES FACTEURS HUMIDITE y TEMPERATURE, pHy LUMIERE, AGE DES 

SPOROCYSTES SUR LEUR GERMI NATION 

I l  e s t  permis de penser que dans l a  na ture ,  l a  germina- 

t i on  des sporocystes du Pythiwn a i t  l i e u  au contact  des gra ines  de Laitues ; 

l e s  tubes de germination cons t i tue ra ien t  une source d'inoculum capable 

d 'envahir  rapidement l e s  t i s s u s  de l a  racine .  

D ' autres f ac t eu r s ,  t e l s  que l 'humidi té  du s o l ,  l a  tem- 

pérature ,  l e  pH, l e s  conditions de lumière e t  l ' âge  des sporocystes doi- 

vent influencer l a  capacité germinative de ces sporocystes. 

Nous étudierons donc successivement ces d i f f é r en t s  

fac teurs .  

1 )  Action de l 'humidi té  : 

Min  de montrer l ' éven tue l  e f f e t  de l 'humidi té  sur 

la  germination des  sporocystes, nous l e s  divisons en deux l o t s  : 

- un premier l o t  de sporocystes, pré levés  au 1Oème jour à p a r t i r  du milieu 
gélosé précédemment d é c r i t ,  e s t  t r ans f é r é  su r  un mil ieu P .D .A.  glucosé à 
1 % (milieuxnaturels  p .  29 ) ; 

- l e s  sporocystes du deuxième l o t  son t  r é p a r t i s  en 4 s é r i e s  e t  soumis à un 
séjour dans l ' e a u  d i s t i l l é e ,  durant des périodes respect ives  de O - 12 - 
24 - 36 e t  48 heures.  

Ces sporocystes son t  ensui te  t r ans f é r é s  sur l e  milieu 

na tu r e l  comme dans l e  cas du l o t  précédent.  



48 à 72 heures après l e u r  mise en incubation sur ce 

milieu à l a  température de 22OC, nous comptons l e  pourcentage de sporocys- 

t e s  présentant  des f igures  de germination. Les r é s u l t a t s  sont  repor tés  

dans l e  t ab leau  14. 

Tableau 14 : PoLLtrcentage de g e h m i d o n  d u  apahacyAtu 
apk& panhage dann L ' a u  &;tieeée, pendant diad&enteb 

Ces r é s u l t a t s  prouvent que l e  pourcentage de germination 

des sporocystes e s t  d ' au tan t  p lus  important que l e  préséjour dans l ' e a u  

e s t  plus long. 

 urée du séjour des spo- 
rocystes dans l ' e a u  en 
heures 
--------- --------- 

O 

12 

24 

36 

48 

Sur l e  plan morphologique, ce sé jour  préalable  dans 1 'eau 

s ' accompagne de modifications au niveau du protoplasme qui devient tu r -  

gescent ; on a s s i s t e  à un  gonflement du sporocyste dont l a  paro i  sub i t  

peut ê t r e  une modification de s a  perméabil i té  : l ' e a u  jouera i t  un rô l e  

dans l e  s tade précédent l a  germination des sporocystes. 

% de germination de ces 
sporocystes après 4 jours 
d ' incubation 

............................ -- 

20 

3 5 

40 

4 2 

5 5 

Ces r é s u l t a t s  sont en concordance avec l 'écologie  du 

genre Pythium ; en e f f e t ,  l e s  sporocystes du P. de baryanwn envahissent 

l e s  t i s s u s  de l eu r  hôte ,  dms l e s  conditions de f o r t e  humidité par t i cu l iè -  

rement propices à l eu r  germination. 

2)  Action de l a  température : 

Des sporocystes prélevés à p a r t i r  d'une cul ture  âgée de 

10 jours su r  milieu gélosé,  sont  t rans fé rés  sur  des solut ions  de trypto- 

phane ( 150 mg d 'azote par l i t r e )  glucosées à 1 %. 



Les cu l t u r e s  sont soumises durant l ' incuba t ion  à des 

i r r ad i a t i ons  journal ières  de 12 heures de lumière blanche, a l t e rnan t  avec 

12 heures d 'obscur i té .  

Les températures suivantes ont  é t é  t e s t é e s  : 10, 14, 

18, 22, 26 e t  30°C. Les r é s u l t a t s  exprimés en pourcentage de sporocystes 

germant après 4 jours,  sont  repor tés  dans l e  tableau 15. 

- R~u&u& ct intmyuretatian : 
Ces r é s u l t a t s  nous montrent que des températures supé- 

r i e u r e s  à 18Oc favor isent  l a  germination des sporocystes, qui  e s t  optimale 

à 22OC e t  26Oc. Les températures assez basses 10 e t  l b O c ,  permettent r e s -  

pectivement des taux de germination de 57 e t  60 %, l e  maximum é t an t  a t t e i n t  

après 6 jours d ' incubation.  

Age de l a  

cu l tu re  

4 jours 

6 jours 

Ces r é s u l t a t s  semblent en accord avec l e s  observations 

f a i t e s  au cours des in fec t ions  na tu r e l l e s .  En e f f e t ,  l e s  dégâts s e r a i en t  

p lus  importants au cours des périodes chaudes e t  en présence d'importantes 

p réc ip i ta t ions .  

3) Influence du pH sur  l a  germination des sporocystes : 

Des sporocystes pré levés  à p a r t i r  de culturesâgées de 

10 jours,  sont incubés sur  l e  milieu u t i l i s é  précédemment, à 22OC, sous 

un éclairement de 12 heures de lumière blanche par  jour ; l e  pH du mil ieu 

e s t  a j u s t é  aux valeurs  suivantes : 4,5 - 5 - 5,5 - 6 - 6,5 - 7 e t  7,5.  

Température O C  

22OC 

1 0 0 %  

100 % 

26 OC 

1 0 0 %  

- 

------------------------+----------------.-------- 

18Oc 

87 % 

1 0 0 %  

1 O°C 

30 % 

57 % 

30°C 

85 % 

85 % 

1 4 O c  

37 % 

6 0 %  



Après 4 jours,  nous comptons l e  nombre de sporocystes 

germant. Les r é s u l t a t s  sont  repor tés  dans l e  tableau 16. 

Tableau 7 6 : in@uence d u  p f f  l e  pomcentage de 
g e m i d o n  d a  spotoc yAXa du Pythium tracheiphi Zwn. 

Les r é s u l t a t s  fournis  par  c e t t e  expérience nous montrent 

que sur l e  milieu é tud ié  (milieu contenant du try-ptophane à ra ison de 150mg 

d 'azote  par  l i t r e  e t  1 % de glucose) ,  l e s  valeurs  de pH comprises en t r e  5,5 

e t  7 ,5  fournissent  100 % de germination. 

% de sporocystes 
qui  germent après 
4 jours d ' incubation 

Les condit ions optimales de pH pour l a  croissance du my- 

célium sont également l e s  valeurs  optimales l o r s  de l a  germination des spo- 

rocystes.  

4 )  Action de l a  lumière : 

Des milieux l iqu ides  ensemencés avec des fragments de 

cu l tu res  âgées de 10 jours sont incubés à 22OC, s o i t  sous un éclairement de 

12 heures par jour de lumière blanche s o i t  à l ' ob scu r i t é  continue. 

Valeur du pH 

Le pourcentage de sporocystes en germination e s t  évalué 

après 4 jours d ' incubation.  

- R é h W  : 

A l ' o b s c u r i t é ,  comme à l a  lumière, l e  pourcentage de 

germination e s t  de 100. 

4,5 

91 

- 7 n ; t m p h m o n  : 

Ces r é s u l t a t s  sont en accord avec l e s  observations f a i t e s  

sur  l e  t e r r a i n .  Les sporocystes présents  dans l e  s o l ,  e t  dans l e s  t i s s u s  de 

6 5  

1 O0 

5 

70 

7 

100 

------------ 
7,5 

100 

.................................. 
5,5 

1 O0 

6 

1 O0 



l ' h ô t e  ne reçoivent en e f f e t  pas de lumière ; ces sporocystes germent v r a i -  

semblablement dans l a  na ture ,  dans des  condit ions proches de ce l l e s  que 

nous définissons . 

5 )  Influence de l ' âge  des sporocystes sur  l eur  pouvoir 

de germination : 

Des sporocystes i s su s  de cu l t u r e s  âgées de 10, 20 e t  

' 30 jours,  2, 4, 6 ,  9 e t  12 mois sont  placés sur  l e  mil ieu de germination 

précédemment d é f i n i  (glucose + try-ptophane), dans l e s  conditions optimales 

de température e t  sous 12 heures de lumière par  jour. 

 près 4 jours d ' incubation,  l e s  cu l tu res  sont observées 

à l a  loupe binoculaire e t  des fragments de cu l t u r e  sont pré levés ,  montés 

en t r e  lame e t  lamelle e t  observés au microscope. 

- R Z a W  : 
Le pourcentage de germination des sporocystes e s t  no té  

après l e  6ème e t  l e  8ème jours de cu l tu re .  

Tableau 17 : l n ~ h e n c e  de l 'âge den hpottocg~W hm 
l e m  pouvoh de gentnination. 

Ces r é s u l t a t s  montrent que l e s  sporocystes prélevés 

sur  des cu l tu res  âgées de 10 jours a 2 mois germent en grand nombre s i  l e s  

conditions sont favorables ; pas contre ,  des sporocystes âgés de 4 mois 

germent avec des pourcentages plus  f a ib l e s  (50 à 60 % ) .  Des sporocystes i s su s  

de cu l tu res  âgées de 6 mois à 1 an perdent l e u r  f acu l t é  germinative. Les 

observations effectuées  au microscope nous montrent que l e  contenu proto- 

plasmique e s t  t r è s  condensé, que l a  paroi  de l a  spore e s t  parfois  éc la tée  ; 

Durée de 1 ' in-  

cubation 

6 jours 

8 jours 

Age des sporocystes 

12mois 

O 

O 

B o i s  

O 

O 

------ 
10 j 

100% 

100% 

----- 
30 j 

100% 

100% 

- ------ 
20 j 

100% 

100% 

------- 
bois 

85% 

88% 

4mois 

50% 

61% 

-------?-------------b------ 

6mois 

O 

26% 



soumis à un séjour de 48 heures dans l ' e a u ,  30 % de ces sporocystes récu- 

pèrent  un aspect  morphologique normal par  gonflement du protoplasme, mais 

l e  pourcentage de germination après c e t t e  réhydratat ion n 'excède j amais 

5 %. 

Compte-tenu de ces observations i n  v i t r o ,  il e s t  d i f f i -  

c i l e  d ' a t t r i b u e r  aux sporocystes un rô l e  important dans l a  pers is tance du 

pa ra s i t e  dans l e  s o l  d'année en année ; cependant l e s  conditions de con- ' 
servation de ces sporocystes n é t a i e n t  peut ê t r e  pas l e s  plus favorables à 

l e u r  survie  : en e f f e t ,  nous l e s  conservons à 10 ou 18Oc, dans l e s  tubes 

de culture sur  milieux gélosés ; il e s t  à noter  que dans ces mêmes condi- 

t i ons  l e s  hyphes mycéliens survivent e t  sont  capables de redonner des cul- 

t u r e s  s i  on ensemence un fragment ~ c é l i e n  sur  l e  mil ieu synthétique 

de HUGUENIN. 

CONCLUS I O N  

Eh cu l tu re  i n  v i t r o ,  l e s  sporocystes apparaissent  dans 

l e s  milieux de cu l tu re  à p a r t i r  du hème jour ,  l eu r  production s ' é t end  sur  

une durée de 15 jours environ. 

La germination de ces sporocystes s ' e f fec tue  par  l 'émis-  

sion d '  1 à 5 tubes de germination, qui en s e  développant, donnent naissance 

à des f i laments mycéliens. 

L a  présence d'exsudats r ac ina i r e s  de Laitue,  a i n s i  que 

de l ' exsuda t  additionné de glucose st imule l a  croissance mycélienne du 

~hampignon, a i n s i  que l a  germination des sporocystes.  Nous avons également 

montré 1 'influence des acides aminés en p a r t i c u l i e r  tryptophane , leucine ,  

méthionine, alanine e t  des sucres,  glucose,  f ructose  sur  l e  pourcentage 

de germination. 

Ces r é s u l t a t s  concordent avec ceux obtenus par d i f f é r en t s  

auteurs qui  par des analyses ont révélé  que l e s  exsudats des gra ines  e t  des 

racines sont formés essentiel lement d 'ac ides  aminés e t  de çucres(~NYDER, 

1961 ; KRAFT e t  ERWLN, 1967 ; TRUJILLO e t  HINE, 1 9 6 5 ) . ~ e  p lus ,  l a  tempéra- 

t u r e ,  l e  pH e t  l 'humidité conditionnent également l a  germination des spo- 

rocystes  ; l e s  températures comprises en t r e  18 e t  26Oc, l e s  va leurs  de pH 



en t r e  5,5 e t  7 , 5  e t  un préséjour dans l ' e a u  de 36 heures const i tuent  l e s  

conditions optimales de c e t t e  germination. Enfin, 1 'âge des sporocystes 

e s t  un facteur  important; en e f f e t  des sporocystes prélevés su r  des cul-  

t u r e s  de plus de 4 mois ne germent p lu s .  

Ces r é s u l t a t s  acquis en cul ture  i n  v i t r o  peuvent ê t r e  

transposés dans l a  nature ; en e f f e t ,  l a  présence de jeunes plantules  de 

Lai tues ,  f avo r i s e r a i t  par  l e u r  exsudat l a  germination des sporocystes,  

germination qu i  s ' e f f ec tue ra i t  dans des conditions optimales après de for-  

t e s  p r éc ip i t a t i ons  e t  des condit ions de f o r t e  chaleur,  dans un s o l  de 

pH vo is in  de 6,  en absence presque t o t a l e  de lumière. Les sporocystes 

s e r a i en t  responsables des in fec t ions  primaires,  mais l e u r  durée de v i e  li- 

mitée à quelques mois ne pour ra i t  l e u r  permettre d 'assurer  l a  survie  

de l 'espèce,  d'une année à l ' a u t r e .  



C H A P I T R E  I V  

GERMINATION DES OOSPORES 

Dans l e s  condit ions optimales,  l e s  oospores apparais- 

sent à p a r t i r  du hème jour de cu l tu re  e t  l e u r  production se  prolonge sur  

environ 10 jours. La phase d ' ac t ive  formation des oospores se s i t u e  du- 

ran t  l e s  8 premiers jours,  l e  rythme de production baisse ensu i te  progres- 

sivement e t  devient pratiquement nul aux environs du 18ème jour de cu l t u r e ,  

s o i t  14 jours après l e  début de l a  cys togmie .  

Lorsque nous observons l ' évo lu t ion  de ces oospores dans 

l e  milieu de cu l t u r e ,  nous constatons qu'aucune germination n ' a  l i e u  i n  

s i t u  ; l e s  oospores passent donc par  une période de dormance, que l e s  au- 

t eurs  ont  décr i t e  chez de nombreuses Pythiacées.  Cette dormance permet t ra i t  

aux oospores d ' assure r  l a  survie  de l ' e spèce  dans l e  s o l ,  dans l e s  condi- 

t ions  défavorables à son développement. Cette période de v i e  r a l e n t i e  

peut durer quelques semaines , par fo i s  quelques mois , voire même p lus ieurs  

années. 

Dans un premier paragraphe, nous étudierons d i f f é r en t s  

aspects du problème de l a  germination : l a  dormance des zygotes, l a  levée 

de dormance, l e s  condit ions favorables à l a  germination proprement d i t e  

des zygotes, à t r ave r s  l e s  travaux bibliographiques.  Dans un deuxième 

paragraphe, nous exposerons l e s  r é s u l t a t s  des travaux expérimentaux que 

nous avons r é a l i s é s .  



1. DORMANCE E T  GERMINATION DES ZYGOTES : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1 )  Dormance des zygotes : 

SUSSMANN (1965) à p a r t i r  des r é s u l t a t s  de MANDELS e t  

NORTON (1948) dis t ingue deux ty-pes de dormance : 

- une dormance d i t e  cons t i tu t ive  pendant l aque l le  l a  spore ne germe pas 

en ra ison d'une condition propre à s a  nature t e l l e  que l ' imperméabil i té  

des paro i s ,  l ' au to inh ib i t i on  par  une substance excrétée ou l e  blocage 

d'une étape au cours du métabolisme ; 

- une domance d 'or igine  exogène due à des condit ions d'environnement 

physico-chimique devenues défavorables au développement du Champignon. 

Ces deux ty-pes de dormance peuvent ê t r e  i l l u s t r é s  par  

1 ' exemple des oospores du Ph y tophthora cactorwn . Selon BMCKWELL ( 1 943 ) 

ces oospores n'accomplissent l eu r  fusion nucléair? que dans un dé la i  de 

3 à 4 semaines après l e u r  formation, il s ' a g i t  d'une dormance cons t i t u t i ve .  

Après l a  fusion nucléai re ,  i n t e rv i en t  une période de dormance exogène de 

6 à 7 mois, période pouvant ê t r e  raccourcie s i  l e s  oospores subissent  

1' influence ac t i va t r i c e  des basses températures. 

2 )  Levée de l a  dormance : 

Comme nous l 'avons  observé, l e s  oospores du Pythiwn 

tracheiphiZum ne germent pas i n  s i t u ,  ce qui implique 1 ' u t i l i s a t i o n  de 

d i f fé ren tes  méthodes a f i n  de l e s  détacher du mycélium por teur ,  avant l e u r  

t r a n s f e r t  su r  un milieu propice à l e u r  germination. 

Selon SAUVE e t  MITCHELL ( 1 9 7 7 ) ~  l a  f i l t r a t i o n ,  1 'act ion 

des ultra-sons su r  des suspensions de cu l tu res ,  l ' add i t i on  de cer ta ines  

enzymes d 'escargots  (HeZix pomatia),sont des techniques e f f i c aces  dans l a  

séparation des zygotes du fi lament por teur .  

AYERS e t  LUMSDEN ( 1 975 ) montrent que des zygote s du 

Pythiwn uZtimwn incapables de germer immédiatement après l e u r  formation, 

acquièrent c e t t e  apti tude s ' i l s  sont  mis en contact  avec des e x t r a i t s  de 

s o l  non s t é r i l e  ; après 6 semaines de contact., on observe 90 % de germina- 

t i o n .  Pax contre ,  ces auteurs n 'obtiennent pas l a  levée de dormance par  



des trai tements thermiques f a i s a n t  in te rven i r  des al ternancesde t rès  basses 

e t  t rès  hautes températures ; de même l ' a c t i o n  de l a  lumière, l e s  fac teurs  

n u t r i t i f s ,  l e s  exsudats de racines  sont  ine f f icaces  pour c e t t e  levée de 

dormance. 

3) Conditions de l a  germination des zygotes : 

a )  kale de t'eau : 
De nombreux auteurs a t t r i buen t  à l ' e a u  un rô l e  e s s e n t i e l  

l o r s  de l a  germination des spores e t  en p a r t i c u l i e r  des oospores . 
GOTTLIEB ( 1950) affirme que 1 'eau est  indispensable à l a  

germination des spores des Champignons qu i  s ' e f f ec tue  de façon générale,  

pour des températures comprises en t re  15 e t  30°C. De même LUMSDEN e t  AYERS 

(1975) montrent que l e s  conditions optimales pour l a  conversion des spo- 

r e s  dormantes en spores capables de germer sont l e s  suivantes : s o l  sa tu ré  

en eau, température de 25OC, pH = 7 .  

Selon AL HASSAN e t  FERGUS ( 1 9 7 3 ) ~  l e s  zygotes du 

P. hydnosporwn germent en présence d'eau d i s t i l l é e  ; cependant l e  t aux  de 

germination e s t  p lus  élevé en présence de substances n u t r i t i v e s .  Les zygo- 

t e s  du P. aphrmidermatwn présentent  des pourcentages de germination plus  

importants dans l e s  s d l s  humides que dans l e s  s o l s  secs (sTANGHELLINI e t  

BURRy 1973). 

6 )  da&er,m n u 6 4  : 

La germination des zygotes dépend également de l a  com- 

pos i t ion  du milieu.  STANGHELLINI e t  BURR ( 1973) é tudient  1 ' e f f e t  stimula- 

t eur  des substances n u t r i t i v e s ,  e t  p lus    art iculièrement ce lu i  d'exsudats 

e t  de substances e x t r a i t e s  des graines de Haricots sur  l a  germination des 

zygotes du Pythiwn aphaxide~i~1otu.m. L'addition de sucres e t  de composés azotés 

favor ise  également l 'augmentation du taux de germination de ces zygotes. Ce 

taux e s t  de 92 % après 6 heures d ' incubation sur  un s o l  amendé avec 25 vg 

d'asparagine e t  40 vg de glucose, par  g de s o l .  Selon STANGHELLINI (1972),  

l a  germination des oospores du Pythium aphaaidermatum s ' e f fec tue  en deux 

étapes : d'abord r i sorp t ion  de l 'endospore sous l ' a c t i o n  d'un apport 

exogène de calcium, ensui te  production d'un tube de germination l i é e  à l a  

présence d'une source de carbone ; l a  germination nécess i te  donc un apport 

en calcium e t  en carbone. 



BARTON (1957) note que l e s  oospores du Pythium m&Z- 

Zatwn germent dans l e  s o l ,  l o r squ ' e l l e s  se  trouvent à proximité de rac ines  

de plantules  de navets.  Selon FLOWERS e t  LI'ITRELL (1972) ,  l ' a c i d e  ga l l ique  

à 400 mg/ l i t re  e t  l a  caséine à 2 g / l i t r e  favor isent  l a  germination des 

zygotes du Pythium sp. (94 % )  dans un milieu de germination chimiquement 

déf in i  e t  contenant 7,5g de sucre ; 0,Sg MgS04,7H20, 1g de KH2P04, 

0,5g d ' e x t r a i t  de levure,  2mg de chlorhydrate de thiamine. 

C) a h o n  den enzyma : 

L'act ion de d i f f é r e n t e s  enzymes sur  l a  germination 

chez l e s  Pythiacées a su sc i t é  de nombreuses recherches : SALVATORE e t  

c o l l .  (1973) constatent  que l e  pourcentage de germination des zygotes 

du Pythiwn sp. passe de 5 à 93 % après ingest ion par  l e s  escargots 

( ~ e Z i x  aspersa )  ; l e s  mêmes r é s u l t a t s  sont observés en u t i l i s a n t  l e  com- 

plexe enzymatique : bétaglucuronidase-arylsulf a tase  e t  l a  bétaglucuroni- 

dase,  s u .  des cu l tu res  âgées de 35 jours.  Selon STANGHELLINI e t  RUSSELL 

( 1 9 7 3 ) ~  des solut ions  à 5 % d'enzymes e x t r a i t e s  d 'escargots  HeZix pomatia, 

accroissent  de façon considérable l e  taux de germination des zygotes du 

Pythiwn sp. 

Les enzymes protéolyt iques  t e l l e s  que l a  pronase ou 

l a  chymotrypsine induisent  l a  germination des zygotes du champignon 

Aphanomyces euteiches.  Ces r é s u l t a t s  confirment ceux apportés par l e s  mé- 

thodes de microbiochimie e t  l e s  analyses de bi réfr ingence qui montrent 

que l a  paroi  de l 'oospore n ' a  pas une composition de nature exclusivement 

cel lu los ique (YANG, 1970 ) . 

dl action de La L M & e  : 

L'influence des rad ia t ions  lumineuses sur  l a  germination 

des zygotes des Pythiwn e t  Phytophthora a f a i t  1 'ob je t  de d i f fé ren tes  re -  

cherches. C 'es t  a i n s i  que SCHMITTHENNER( 1972) rapporte l e  r ô l e  du calcium 

e t  de l a  lumière blanche e t  u l t r a -v io l e t t e  sur  l e s  zygotes du P. aphani- 

dematum. Cet auteur observe 12 % de germination s i  l e s  zygotes sont in-  

cubés à l ' o b s c u r i t é ,  su r  un mil ieu gélosé contenant du chlorure de cal -  

cium, 31 % de germination dans l e s  mêmes condit ions de milieu,  mais après 

12 heures d 'exposit ion à des rad ia t ions  blanches ou des rad ia t ions  dans 

l e  domaine du proche u l t ra -v io le t  (comprises en t r e  320 e t  400 nm) ; ce 



taux de germination passe à 94 % après 36 heures de radia t ions  ; de p lu s ,  

l e s  travaux de ce chercheur montrent que des zygotes produits  sur  un mil ieu 

gélosé contenant p lus  de 20 ppm de calcium ont besoin de plus de lumière 

pour germer que s ' i l s  sont produits  sur  un mil ieu renfermant moins de 

10 ppm de calcium. I l  e x i s t e r a i t  donc une cor ré la t ion  en t re  l e  calcium e t  

l e s  radia t ions  lumineuses, mais aucune exp l ica t ion  n ' e s t  fournie su r  l e  mg- 

canisme de ce t t e  ac t ion .  

RIBEIRO e t  c o u .  ( 1975) montrent l ' e f f e t  de rad ia t ions  

monochromatiques de longueurs d'onde 450 e t  750 nm, u t i l i s é e s  au cours 

de l a  maturation des zygotes su r  l e u r  germination, chez t r o i s  espèces du 

genre Phytophthora. De nombreuses théor ies  sont émises à propos de l ' a c -  

t i o n  des rad ia t ions  lumineuses sur  l a  germination des spores e t  l e s  ré -  

ponses des Champignons. 

IR f a i t  que l a  germination des zygores n ' a i t  l i e u ,  

pour ce r ta ins  organismes, qu'en présence de lumière suggère que cel le-c i  

peut permettre au Champignon de syn thé t i se r  ce r ta ins  composés à p a r t i r  

d'éléments précurseurs présents dans l e  mil ieu.  

Certaines radia t ions  monochromatiques provoquent l a  

germination des zygotes chez plus ieurs  espèces : ce f a i t  suggèrerait  l ' e x i s -  

tence de photo-récepteurs, molécules dont l e  spectre  d'absorption présen- 

t e  des s imil i tudes  avec ce lu i  des longueurs d'ondes inductr ices .  

L'existence de pigments photo-récepteurs de nature  

f lavinique ou caroténoidique mise en évidence chez ce r ta ins  Champignons, 

n '  a pas é t é  observée chez l e s  Phytophthora. 

4 )  Conclusion : 

Les zygotes du genre Pythium ne germent pas immé- 

diatement après l eu r  formation ; i l s  t r aversen t  une période de dormance 

qui peut ê t r e  plus ou moins longue selon l e s  espèces e t  l e s  condit ions 

de développement. Ce t te  dormance peut ê t r e  levée par  des t ra i tements  phy- 

siques,  chimiques ou par  l ' a c t i o n  de l a  lumière. 

La germination des zygotes r equ i e r t  des facteurs  nu t r i t ion-  

ne l s  (source de carbone d ' a zo t e ) ,  l a  présence d'humidité, des rad ia t ions  

lumineuses : ces d i f f é r en t s  facteurs  va r i en t  selon l e s  espèces é tudiées .  



II . RESULTATS EXPERIMENTAUX 

Afin de résoudre l e  problème de l a  germination des 

zygotes du P. tracheiphiZwn, nous l e s  avons e x t r a i t s  du mil ieu de cu l tu re  

sur  l eque l  i l s  s e  forment, par  une méthode de broyage su iv i e  de f i l t r a t i o n .  

Ces zygotes ont  ensui te  sub i  d i f f é r en t s  t ra i tements  physiques e t  chimiques 

en vue de lever  l e u r  dormance, avant d ' ê t r e  t rans fé rés  s u r  des milieux 

propices à l e u r  germination. 

1 ) Séparation des zygotes des cu l tu res  aélosées : 

Le broyat obtenu avec l ' u l t r a - t u r ax  à p a r t i r  de cu l t u r e  

gélosée additionnée de 30 m l  d'eau d i s t i l l é e  s t é r i l e  e s t  f i l t r é  successive- 

ment sur  un tamis à mail les  de 120 a f i n  d 'é l iminer  l a  gélose e t  l e s  

fragments mycéliens, puis  sous vide  sur  un f i l t r e  de 40vm. Cette méthode 

nous permet de r e c u e i l l i r  des suspensions de zygotes e t  de sporocystes. 

Le f i l t r a t  a i n s i  r e c u e i l l i  e s t  étalé directement à l ' a i -  

de d'une p i p e t t e  Pasteur su r  l e  mi l i eu  de germination, après  avoir  subi d i f -  

f é r en t s  t ra i tements  a f in  de l eve r  l a  dormance des zygotes. 

2)  Traitements en vue de l eve r  l a  dormance des zygotes : 

a)  &aiLeme& .the@uu : 

Des f i l t r a t s  de zygotes prélevés sur  des cul tures  d 'â-  

ges d i f f é r en t s  ( 15, 30, 45, 60 e t  75 jours)  sont soumis à di f fé ren tes  

conditions thermiques. Ces f i l t ra ts  sont  placés à pendant des durées 

respect ives  de 4 - 8 - 12 - 16 - 18 ou 24 heures, puis mis à 2 4 ' ~  pendant 

6 - 12 - 18 ou 24 heures. 

Les zygotes a i n s i  t r a i t é s  sont  a lo r s  t rans fé rés  sur des 

milieux na ture l s  (décoction d 'avoine 40 ou 60 g / l i t r e ) ,  m a l t  2 %, PDA 

glucosé à 1 %) ou chimiquement d é f i n i s ,  contenant une source d'azote e t  

une source de carbone, e t  incubés à l ' ob scu r i t é  continue ou à 12 heures 

de lumière blanche par jour ,  à l a  température de 22OC. 

b ) d a n  de auba;bncea c h i k q u u  : 

- prépasation enzymaticpg : Des zygotes prélevés à 

p a r t i r  de cu l tu res  âgées de 10 jours ,  incubés à l ' o b s c u r i t é ,  ou en 



présence de 12 heures de lumière par  jour sont  mis en contact avec une 

solution d 'hé l icase ,  enzyme préparée à p a r t i r  de suc d ige s t i f  dlHeZix 

pomatia ( ~ n d u s t r i e  Biologique ~ r a n ç a i s e ) ,  dans du tampon phosphate. 

Nous avons u t i l i s é  l e s  concentrations suivantes  d ' hél icase  : 0 ,5  - 1 - 
2,5 e t  5 % ; l'examen de l a  bibliographie nous montre que des so lu t ions  

à 5 % d 'hé l icase  s 'avèrent  e f f i caces  l o r s  de l a  germination d'oospores 

de cer ta ines  espèces. 

Les périodes de contact  sont l e s  suivantes : 12 - 24 - 48 e t  72 heures. 

Après lavage à l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e ,  ces zygotes sont incubés sur  l e s  

d i f fé ren t s  milieux de germination à l a  température de 2 2 O ~ ,  dans di f féren-  

t e s  conditions de lumière. 

3) Conditions de germination : 

Nous étudierons successivement l ' in f luence  de d i f f é r en t s  

facteurs  s u r  l a  germination des zygotes ayant subi préalablement un t r a i -  

tement thermique ou un trai tement chimique. 

Des zygotes ayant subi l e s  d i f f é r en t s  t ra i tements  the r -  

miques sont mis à incuber sur : 

- l e s  milieux na tu re l s  suivants : 

. mil ieu malt 2 % ; 

. mil ieu à base d'avoine (40 e t  60 g/l) ; . mil ieu  PDA glucosé 1 % 
- sur  des so lu t ions  contenant 150 mg d 'azote  pas l i t r e  fourni  successive- 

ment par l ' a l a n i n e ,  l e  glycocolle,  l e  tryptophane, additionnés de 1 % 
de gluco se . 

Les conditions d ' incubation sont l e s  suivantes : 

- température 22OC ; 
- obscuri té continue pour un premier l o t  ; 
- 12 heures de lumière par  jour pour l e  deuxième l o t .  

Après 4 - 8 - 10 e t  30 jours d ' incubation,  nous n'avons 

observé aucune germination des zygotes . 
De même, des zygotes mis en contact avec d i f f é r en t e s  con- 

centra t ions  d 'hé l icase  durant des temps var iab les  sont incubés sur  ces mê- 

mes milieux. Nous n'obtenons aucune germination des zygotes. 



b )  Ln&f.uence de Ra XempéhcWLe : 

Des zygotes ayant sub i  l e s  t ra i tements  thermiques e t  

enzymatiques sont incubés sur des so lu t ions  n u t r i t i v e s  contenant 150 mg 

d'azote par l i t r e  fourni  pa r  l e  tryptophane e t  4 g de carbone fourni  par  

l e  glucose, à d i f f é r en t e s  températures. Nous avons conduit nos expérien- 

ces à 14 - 18 - 22 - 26 e t  30°C. 

Dans aucun de ces ca s ,  nous n'observons de germination. 

c) ina&ence de L'âge d a  zygaXe6 : 

Des zygotes de 10 - 20 - 30 jours ,  2 - 6 - 9 e t  12 mois 

subissent  l e s  t ra i tements  de levée de dormance, e t  sont ensu i te  incubés 

sur l e s  milieux à 22OC. 

Quelles que soient  l e s  condit ions de c e t t e  incubation,  

nous n'observons aucune germination de ces  zygotes. 

d )  Ln@uence de Ra Cum&e : 

L'étude de l a  b ibl iographie  nous a apporté nombre de 

renseignements sur 1' action de l a  lumière sur  l a  germination des spores .  

Nous avons donc', au cours de c e t t e  expérimentation, pla-  

cé nos cul tures  dans d i f f h e n t e s  condit ions de lumière. 

Des cu l tu res  en b o î t e s  de P é t r i ,  en pyrex, de 10 cm de 

diamètre sont é c l a i r ée s  à t r ave r s  l e  fond de l a  bo î te  ; l a  source lumineuse 

e s t  placée à 40 cm de l a  cu l tu re  qui r e ç o i t  donc une i n t e n s i t é  d'éclairement 

de 1500 à 2000 lux .  

Nous avons eu recours à deux types de sources lumineuses : 

- l a  lumière blanche fournie par  des tubes f luorescents  ( ~ a z d a f l u o r  TF 20W 
blanc b r i l l a n t  de luxe)  ; 

- l a  lumière u l t r a -v io l e t t e  de longueur d'onde voisine de 350 nm fournie  
par des tubes f luorescents  (Mazdafluor TF W N20). 

Le comportement des oospores d'âges d i f f é r e n t s  ( cu l t u r e s  

de 10, 20, 30 ou 60 jours)  a é t é  é tud ié  après des exposit ions de durée crois-  

sante à l a  lumière blanche e t  à l a  lumière u l t r a -v io l e t t e  succédant ou non 

à des périodes var iab les  à l ' ob scu r i t é .  

Les cul tures  ont sub i  durant l e s  12 jours d ' incubation : 

1 )  O jour d 'obscur i t é  e t  3 - 5 - 7 - 10 e t  12 jours de lumière blanche, ou 
de lumière u l t r a -v io l e t t e  ; 



2)  3 jours d 'obscur i té  e t  O - 2 - 4 - 7 e t  9 jours de lumière blanche, 
ou de lumière u l t r a -v io l e t t e  ; 

3)  5 jours d 'obscur i té  e t  O - 2 - 5 e t  7 jours de lumière blanche, ou de 
lumière u l t r a -v io l e t t e  ; 

4 )  O jour de lumière e t  3 - 5 - 7 - 10 e t  12 jours d 'obscur i té .  

Ces d i f f é r en t s  t ra i tements  ne nous ont fourni  aucune 

germination des zygotes . 

DISCUSSION 

L ' ine f f i cac i t é  de l a  lumière i n  v i t r o  sur  l e s  zygotes 

n ' e s t  pas incompatible avec l e  f a i t  que ce f ac t eu r  ne  do i t  pas avo i r  un 

r ô l e  prédominant dans l a  nature  ; en e f f e t ,  il semble t r è s  peu probable 

que l a  lumière a t t e igne  facilement l e s  zygotes au s e in  des t i s s u s  pa ra s i t é s  

ou dans l e  s o l .  Ceci nous a  conduit à penser que dans l e s  conditions na- 

t u r e l l e s ,  l a  germination des zygotes n  ' e s t  vraisemblablement pas déterminée 

par  l a  lumière. Cependant, des zygotes formés à 1 'obscuri té e t  maintenus 

à l ' ob scu r i t é  durant l e u r  maturation n 'ont  présenté, après 30 e t  60 jours 

d '  incubation, aucune germination. 

Par a i l l e u r s ,  l e  f a i t  que l e s  oospores de Pythium 

tracheiphiZwn ne germent pas dans l e s  d i f fé ren tes  conditions t e s t é e s  sug- 

gère que l e  déterminisme de l a  dormance dépend de plus ieurs  fac teurs .  

Il  semble que s i  l ' on  s e  rapporte à l a  terminologie de 

SUSSMANN à propos de l a  dormance, il ne s ' a g i t  pas dans l e  cas é tudié  

d'une dormance d 'or igine  exogène, dont l a  ca rac té r i s t ique  pr inc ipa le  e s t  

de s ' interrompre lorsque l e s  conditions externes  favorables au dévelop- 

pement se r é t ab l i s s en t  ; il s ' a g i r a i t  p l u t ô t  d'une dormance cons t i tu t ive  

déclenchée par  un blocage métabolique, une autoinhibi t ion par  une substance 

du zygote, ou t ou t  au t r e  fac teur  in te rne  q u i ,  dans l e  cas de Pythiwn t r a -  

cheiphiZwn, demeure à préc i se r .  



P A R T I E  

C H A P I T R E  1  

RELATIONS HOTE - PARASITE DANS LES CULTURES 

I N  V I T R O  

Avant de rendre compte des expériences r éa l i s ée s  en 

champ afin de d é f i n i r  l e s  grandes l ignes  du développement de l 'épidémie,  

nous avons e f fec tué ,  en l abora to i re ,  des recherches sur  l e s  modalités de 

l ' i n f e c t i o n  ; ces  recherches ont  é t é  en t repr i ses  su r  des cul tures  axéniques 

de Laitues ou sur des cu l t u r e s  r éa l i s ée s  en microphytotron a f i n  de cerner 

l e s  r e l a t i ons  en t re  l e  pa r a s i t e  e t  l ' h ô t e .  

1. MATERIEL ET METHODES 

1 )  Mode de cu l tu re  : 

a )  cuRRuhe axénique de phn; tcLea en ; tubu : 

Cette  méthode de cu l tu re  nécess i te  l a  désinfection au 

préalable des gra ines  e t  l 'usage de r éc ip i en t s  e t  de milieux de cu l tu re  

adapt 6 s  . 
- désinfection_ des gra ines  : l e s  graines sont passées 

dans l ' é thanol  95' qui joue l e  r ô l e  de mouillant ; e l l e s  sont ensui te  bai-  

gnées pendant 15 minutes dans une solut ion d 'hypochlori te de calcium 

(40 g / l ) ,  puis e l l e s  subissent  4 r inçages success i f s  de 3,5, 10 e t  15 

minutes dans l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e .  

- r éc ip i en t s  e t  milieux de cu l tu re  :nous avons u t i l i s é  ---- ........................... 
des tubes à ergo ts .  Ces tubes (2 ,5  x 20 cm) présentent  au quart  de l e u r  

hauteur 4 ergots  in te rnes  disposés en c ro ix  permettant de supporter un 



disque de coton hydrophile ou de coton cardé sur  l eque l  sont déposées l e s  

gra ines .  La zone in fé r ieure  a i n s i  délimitée e s t  remplie d'une solut ion 

n u t r i t i v e  de KNOP diluée au demi ; l a  composition e s t  l a  suivante : 

- KNO 3.......................... 0,125 g 

- KH$04. . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . .  0,125 g 

Nous avons également r é a l i s é  des cu l tu res  axéniques dans des tubes ordinai-  

r e s  2,5 x 20 cm. Dans chaque tube,  nous introduisons 18 m i  de milieu gélosé 

de HUGUENIN, mil ieu p r é c i t é ,  sans apport de s t é r o l .  A l a  s o r t i e  de l ' au to-  

c lave,  ces tubes sont r e f r o i d i s  en posi t ion inc l inée  de façon à ce que l a  

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

- ensemencements ---- --------- : dans l e  premier cas ,  l e s  graines dé- 

~ i n f e c t é e s  sont déposées à ra i son  de une graine par tube à l a  surface du 

coton hydrophile soutenu par  l e s  e rgo ts .  

Dans l e  cas des tubes de mil ieu gélosé,  une graine  désinfectée  e s t  déposée 

stéri lement à l a  p a r t i e  supérieure du biseau.  
--, 

- cg~gilt_ign_s-;'incubatiog : l e s  tubes a i n s i  ensemencés 

sont  placés en chambre c l imat isée  sous un éclairement de 3 000 lux,  de 

lumière blanche, 12 heures par jour ,  e t  sous une température de 20°C. 

6 )  cu&me en rrichophy;to&on : 

Nous avons effectué  des cu l tu res  en microphytotron e t  

obtenu des plantules  âgées de 14 ou 21 jours.  Dans c e t t e  enceinte ,  nous 

contrôlons l e s  fac teurs  température, hygrométrie e t  éclairement.  Les condi- 

t i o n s  suivantes ont é t é  u t i l i s é e s  : 

- lumière blanche 14 heures par jour - température 22OC 
- obscuri té 10 heures par  jour - température 1 8 O c  
- hygrométrie:85 ,% d'humidité pendant 24 heures. 

Les Lai tues  son t  cul t ivées  en pots  de t e r r eau ,  mélange 

de  t e r r e  de fougères e t  de t e r r e  f i n e  sableuse ; e l l e s  sont  arrosées chaque 

jour. Nous obtenons a i n s i  des Lai tues  non é t i o l é e s .  



2 )  Obtention de l ' inoculum : 

L'agent pathogène e s t  ensemencé sur  l e  milieu de HUGUENIN 

gélosé,  additionné ou non de s t é r o l  à ra ison de 0,2 mg par  l i t r e .  L'inocu- 

lum e s t  préparé à p a r t i r  de cu l tu res  de 10 jours ,  correspondant à l a  phase 

optimale de croissance e t  de reprodilction du pa ra s i t e .  

3) Modes d ' in fec t ion  : 

a)  p l a n t u l u  cuR;tivéu aepitiquement uz &bu ii mgoh : 
L'inoculum u t i l i s é  e s t  cons t i tué  d'une suspension de 

sporocystes e t  de fragments mycéliens , ou d 'une suspension de sporocystes, 

de zygotes e t  de fragments mycéliens, obtenues par  less ivage de l a  surface 

du t h a l l e .  La contamination s ' e f fec tue  par  addi t ion,au milieu de KNOP, de 

1 m i  de c e t t e  suspension contenant 8. 102 sporocystes e t  3. 102 zygotes. 

6 )  plantueu c&véu ahepfiquement h m  mL&eu géRahZ : 

Prélevé à l ' a i d e  d'un f i l  ensemenceur, un p e t i t  fragment 

de cu l t u r e  e s t  déposé à l a  surface du mil ieu gélosé,  à quelques mill imètres 

des racines  pour é v i t e r  de l e s  b l e s se r .  

c )  plantu cukXvées wt tnichaphg;to&an : 

L'inoculum e s t  const i tué  d'une suspension de sporocystes,  

de zygotes e t  de fragments mycéliens,obtenue après l e s s i ~ a g e  de l a  surface 

du mil ieu gélosé e t  broyage ; 15 m l  de c e t t e  suspension sont déposés au 

c o l l e t  de chaque p lan tu le .  

Ces méthodes d ' in fec t ion  nous semblent t r è s  proches de 

c e l l e s  ayant l i e u  dans l a  nature ,  é t an t  donné que nous avons prat iqué 

des contaminations sans b lesse r  l e s  racines .  

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

SUBSTRAT 

1 )  Examen microscopique des t i s s u s  de l ' hô t e  : 

Des coupes longitudinales e t  t ransversales  r é a l i s é e s  à 

main levée,  colorées par l e  bleu coton, sont montées en t r e  lame e t  lamelle 

e t  observées au microscope, en vue de l a  détect ion du pa ra s i t e .  Dans l e  cas 

de plantes  contamin6es au stade cotylédonaire,  ou au s tade 2 f e u i l l e s ,  nous 



effectuons des étalements de racines,  de l 'axe hy-pocotylé e t  de jeunes 

f e u i l l e s  que nous colorons également par l e  bleu coton acétique. 

2) Mise en cul ture  de coupes sér iées  de l a  plante : 

Des coupes transversales successives de 1 à 3 millimètres 

d'épaisseur sont prélevées aseptiquement dans l a  plante e t  déposées sur  

un milieu n u t r i t i f  gélosé. Après quelques jours d'incubation à 18Oc sous 

12 heures de lumière par jour, l ' agent  pathogène se développe sur ce milieu 

à p a r t i r  des t i s s u s  qui l 'hébergeaient.  

3)  Détection du a t h i w n  tracheiphiZwn dans l e  te r reau  : 

Nous u t i l i s o n s  l a  technique de d i lu t ion  qui nous fournira 

des r é su l t a t s  q u a l i t a t i f s  e t  quan t i t a t i f s  en 1' adaptant au Champignon 

étudié.  

50 m l  d'eau d i s t i l l é e  s t é r i l e  sont ajoutés à 5g de s o l  ; 

après une vigoureuse ag i ta t ion ,  nous effectuons des d i lu t ions  de ce t t e  

suspension au 100ème, 500ème e t  1000ème. Des boî tes  de P é t r i  reçoivent cha- 

cune 1 m i  de ces différentes  di lut ions sur lequel  nous coulons un milieu 

gélos6 de m a l t  à 1 % ou de pomme de t e r r e  50 g/1, glucosé à 0,5 %, mainte- 

nu en surfusion à 4 0 ' ~ .  Ces boî tes  sont mises à incuber pendant 15 jours 

à 18Oc. 

Le milieu e t  l e s  conditions de température u t i l i s é s  favo- 

r i s e n t  l a  croissance du Pythiwn recherché e t  l imitent  l a  croissance des 

espèces concurrentes. 

III. RESULTATS EXPERIMENTAUX 

1 )  Symptômes externes : 

al planta  contatnLnEea en .tuba : 

l e s  plantules sont contaminées : 

. au stade cotylédonaire 

. au stade 4 f eu i l l e s  . au stade 6 f eu i l l e s .  

Quel que s o i t  l ' âge  de l a  plante au moment de l a  contamination, l e s  symptô- 

mes de l a  maladie sont l e s  suivants : 





- après 4 jours, l a  pa r t i e  terminale de l a  racine  e t  l e s  extrémités des 
r ad i ce l l e s  sont brunes ; 

- après 5 jours, on observe un brunissement de l a  racine  sur  l a  t o t a l i t é  
de s a  longueur, pu i s  sur l e s  cotylédons e t  enf in  s u r  l e s  nervures des 
f e u i l l e s  ; 

- après  7 jours, l a  racine e s t  entièrement no i re ,  l a  p lan tu le  o f f r e  un 
aspect é t i o l é ,  f l é t r i ,  totalement séché. 

Toutes l e s  p lantules  contaminées présentent  après 7 jours l e s  symptômes 

de f l é t r i s sement ,  l e s  p lan tu les  témoins r e s t en t  sa ines .  

- inoculum const i tué  d'une suspension de s ~ o r o c ~ s t e s  ........................................ ---- ---- 
e t  de zygotes : l e s  r é s u l t a t s  sont  identiques à ceux observés dans l e  cas ------------ 
précédent. 7 jours après l a  contamination, tou tes  l e s  p lan tes  in fec tées  

sont f l é t r i e s .  

Des p lan tes  sont contaminées au s tade 14 jours e t  21 

jours ; nous avons t e s t é  l ' e spèce  sauvage Lactuca serrioZa L. e t  l e s  

c u l t i v a r s  suivants de s a  v a r i é t é  sativa : "Suzan", " ~ u r é l i a " ,  "no 7" à 

ra ison de 10 p lan tes  par t ra i t ement .  Les r é s u l t a t s  sont exprimés dans 

l e  t ab leau  18. 

Il r e s so r t  de ces expériences que tou tes  l e s  Laitues 

contaminées présentent  10 jours  après 1 ' inoculat ion,  l e s  symptômes u l t i -  

mes de l a  maladie. Toutes l e s  p lantes  t e s t é e s  sont  f l é t r i e s  ; cependant 

on note que l a  maladie évolue t r è s  v i t e  vers l e  s tade ultime chez l e  

Lmtuca serrio Za e t  l e  c u l t  ivax " ~ u r é l i a "  . 

2)  présence du pa ra s i t e  dans l e s  t i s s u s  de l ' hô t e  : 

a) examen miaoscopique d u  ZL5s~~c5 de La U e  : 

- ~ ~ o c ~ i ~ 2 ~ s , r ~ 2 i ~ 2 ~ E 2 ~ 2 1 e ~ - d e ~ , ~ 2 ~ ~ ~ E n ~ ~ 2 ~ 2 - d 5 - ~ , ~ 0 ~ 0 ~ ~ S z  
t e s  _______ e t  de _____ f r q m e n t s  _ _______ q c é l i e n s  _______ : Les La i tues  contaminées son t  d ivisées  en 

deux l o t s  : 

- l e s  Laitues du premier l o t  sont prélevées,  4 jours après l ' i nocu l a t i on ,  
soigneusement lavées  à l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  examinées au microscope. Nous 
effectuons des étalements de rac ines ,  a i n s i  que de l ' axe  f e u i l l é ,  e t  des 



f e u i l l e s .  Les t i s s u s  de ces organes examinés après colorat ion,  montrent l a  
présence de sporocystes, d'hyphes mycéliens e t  de zygotes ; 

- l e s  Laitues du deuxième l o t  sont prélevées 8 jours après l ' i nocu l a t i on  ; 
l'examen au microscope révèle  également l a  présence de sporocystes,  de 
zygotes e t  d'hyphes mycéliens dans l e s  t i s s u s  de ces p lan tu les .  

Nous avons a lo r s  r é a l i s é  l 'expérience suivante : des sporocystes e t  des 

fragments mycéliens sont  mis en cul ture  sur  mil ieu de KNOP dans des tubes,  

sans Laitue.  L'incubation a l i e u  dans l e s  mêmes conditions de température 

e t  de lumière ; l e s  cu l tu res  sont examinées après 4 e t  8 jours a f i n  de 

dé tec te r  l a  présence éventuelle de zygotes. Dans ce cas ,  nous n'observons 

aucune formation de zygotes. 

Ces expériences démontrent que l a  formation des zygotes dans l e s  t i s s u s  de 

l a  Lai tue  s e  trouve sous l a  dépendance d'un fac teur  de nature s té ro l ique  

l i é  à l a  p lan te  hôte ,  confirmant l e s  r é s u l t a t s  obtenus en cu l tu re  i n  vitro. 

- inoculations r éa l i s ée s  avec des susgensions de sgoro- ................................. ------------ ----- 
c ~ s t e s ,  de zxgotes e t  de fragments mycéliens : l e s  r é s u l t a t s  sont  identiques - ---------- ............................... 
à ceux d é c r i t s  dans l e  paragraphe précédent. 

b )  &chnique?l d u  c o u p a  ~ i h L é a  : 

Cette  technique permet de mettre en évidence l e  pa r a s i t e  

dans l e s  t i s s u s  de l ' h ô t e  après quelques jours  d ' incubation.  Cette méthode 

a été u t i l i s é e  dans l e  cas de plantes  contaminées en microphytotron. 

Des coupes t ransversales  de racines  sont  r é a l i s é e s  2 ,  3 

e t  5 jours après l ' i nocu l a t i on .  Les r é s u l t a t s  sont l e s  suivants : 

- Lactuca serriola e t  cv.  " ~ u r é l i a "  .................................. : 2 jours 

après l ' i nocu l a t i on ,  présence du pa ra s i t e  dans l a  p a r t i e  terminale de l a  

rac ine ,  su r  une hauteur de 1 à 2 cm. 3 jours après l ' inocu la t ion ,  présence 

du pa ra s i t e  dans tou te  l a  racine .  

- CV.  "Suzan" e t  "no 7" 
-----------a--------- 

: 2 jours après 1 ' inoculat ion,  

absence du pa ra s i t e  dans l e s  t i s s u s  de 1 'hôte .  3 jours après 1 ' inoculat ion,  

présence du pa ra s i t e  dans l a  p a r t i e  terminale sur 1 à 3 cm. 5 jours après 

l ' inocu la t ion ,  présence du pa ra s i t e  sur  t o u t e  l a  hauteur de l a  rac ine .  

A p a r t i r  de ces expériences en t repr i ses  en l abo ra to i r e ,  

nous avons reproduit  l e s  symptômes de l a  maladie, t a n t  dans l e s  cul tures  axé- 

niques de Laitues en tube,  que dans l e  microphytotron. Nous avons mis en 



évidence l ' agen t  pathogène dans l e s  t i s s u s  des p lan tu les ,  que l  que s o i t  

l ' âge  des La i tues  au moment de l a  contamination. 

e )  péaence du pmani.te dam l e  ;tmecu : 
Dans nos condit ions expérimentales, nous avons essayé de 

p réc i se r  l e s  p o s s i b i l i t é s  de survie du Pythiwn tracheiphiZum dans l e  subs t ra t  

u t i l i s é  : 20 po t s  contenant des p l an t e s  de Laitues plantées  en t e r r eau  e t  

20 au t res  pots contenant du t e r r eau  seulement, reçoivent chacun une suspen- 

sion contenant environ 103 sporocystes e t  5.102 zygotes. 

Ces pots sont  maintenus dans l e  microphytotron e t  ar rosés  

périodiquement. Chaque semaine, l e  p a r a s i t e  e s t  recherché dans l ' é c h a n t i l -  

lon de t e r reau  à 2 cm de profondeur dans un pot  de chaque l o t ,  par l a  tech- 

nique de d i l u t i on  précédemment d é c r i t e .  

Résul ta ts  : Pendant l e s  4 mois qui ont  su iv i  l a  contamination, nous avons 

r é i s o l é  Pythium tracheiphizwn dans l e s  deux s é r i e s .  

CONCLUS 1 ON 

Ces infect ions  expérimentales en cu l tu re  i n  v i t r o ,  en 

tubes comme en microphytotron nous ont  permis de reproduire  l a  maladie ; 

l e s  inoculations de plantules  en cu l t u r e  axénique, sur milieux l iqu ide  e t  

gélosé sont r é a l i s é e s  dans des  condit ions part iculièrement propices au dé- 

veloppement du pa ra s i t e  c a r  l a  jeune Laitue e s t  confrontée à un inoculum 

important ; de p l u s ,  P. tracheiphilwn ne se trouve en compétition avec 

aucun autre  microorganisme. 

Nous avons mis en évidence l ' a c t i o n  de ce r t a in s  compo- 

san t s  de l a  r ac ine ,  probablement de nature  s t é ro l i que ,  s u r  l a  formation 

des zygotes du Pythiwn, s i  l ' o n  confronte ce r é s u l t a t  à ceux obtenus l o r s  

de l ' appor t  exogène de s t é r o l  dans l e s  cul tures  i n  v i t r o .  

Dans l e s  condit ions de nos e s s a i s  en microphytotron, il 

nous a é t é  poss ib le  de r é i s o l e r  P. tmcheiphilwn dans l e  t e r r eau  pendant 

l e s  4 mois qui on t  su iv i  l e s  inoculat ions  ; un po t en t i e l  in fec t ieux  non 

négligeable semble donc p e r s i s t e r  dans l e  s o l  p lus ieurs  mois. 



C H A P I T R E  I I  

ETUDE E P I D E M I O L O G I Q U E  DE LA  M A L A D I E  

E S S A I S  E N  CHAMP. 

 près avoi r  d é c r i t  l a  maladie, précisé  l e s  fac teurs  con- 

di t ionnant  d?i v i t ro  l e  cycle complet de l ' agen t  pathogène, é t a b l i  quelques 

r e l a t i ons  en t r e  l e  paras i t e  e t  l a  plante-hôte, nous avons mis en place des 

e s sa i s  agronomiques en vue de d é f i n i r  l e s  aspects suivants qui  nous parais-  
* 

sa ien t  e s s e n t i e l s  dans l a  compréhension de l a  maladie : 

1 - l e s  s tades  de développement de l a  p lante  l e s  plus sensibles  à l ' a t t aque  
p a r a s i t a i r e  ; 

2 - l e s  conditions climatiques favor isant  l a  maladie ; 

3 - l e s  condit ions de survie de l ' agen t  pathogène dans l e  s o l  e t  l e s  débris  
de cu l t u r e s  ; 

4 - l e s  moyens éventuels de l u t t e .  

Pour r é a l i s e r  ce t  o b j e c t i f ,  nous avons dressé un  program- 

me expérimental qui  a couvert l e s  années 1974, 1975 e t  1976 comprenant des 

e s sa i s  en s e r r e  e t  en ch- qui se  sont déroulés dans l e  t r i ang l e  délimité 

par l e s  l o c a l i t é s  de Croissy-sur-Seine, Montesson e t  Le Pecq dans l e  dépar- 

tement des Yvelines. Nous exposerons l e s  d i f f é r en t s  aspects de l a  méthodo- 

log ie  expérimentale, puis nous décrirons successivement l e s  plans e t  résul-  

t a t s  expérimentaux obtenus au cours des e s s a i s  de 1974, 1975 e t  1976 ; 

enfin,  nous essayerons de dégager l e s  conclusions de ces  e s s a i s .  



1 . METHODOLOGI E EXPERIMENTALE 

1 )  Disposit ion des e s s a i s  : 

Les champs ont é t é  i n s t a l l é s  à Croissy-sur-Seine e t  

Montesson ( ~ v e l i n e s )  ; i l s  sont inclus  dans une exp lo i ta t ion  qui se consa- 

cre  en  grande p a r t i e  à l a  cu l tu re  de l a  La i tue .  

Le d i s p o s i t i f  re tenu e s t  c e l u i  de parce l les  de 2m x 2,5m 

comprenant 6 l i g n e s  espacées de 28 cm. 

2 )  Techniques cu l t u r a l e s  : 

Les t e r r e s  u t i l i s é e s  é t a i e n t  consacrées, l e s  deux années 

précédents l e s  e s s a i s ,  à l a  cul ture  de l a  Lai tue .  Après l e  labour d'automne, 

l ' exp lo i t an t  a en r i ch i  l e  s o l  par un apport en matières organiques sous 

forme de fumier de bovin, a i n s i  qu'en éléments minéraux par  un apport d'en- 

g r a i s  coqosé de  type ammonitrate dont l e s  rappor ts  d 'un i té  N/P/K sont  res -  

pectivement 100 - 80 - 200. AU printemps, l e  s o i  f u t  occupé par une cu l t u r e  

de 100 000 p l an t s  de La i tues  par hectare .  

Avant l ' implanta t ion de nos e s sa i s ,  l e  s o l  a subi  une 

désinfection par le"fongosari", produit fongicide dont l a  matière ac t i ve  e s t  

l e  dazomet ( e s s a i s  de 1974 en champ), ou par l e ' b r o m - O - ~ ~ S ;  fongicide dont 

l a  matière ac t ive  e s t  l e  bromure de méthyle, pour l e s  e s s a i s  r é a l i s é s  en 

1975 e t  1976. L ' u t i l i s a t i o n  du fongosan ne nécess i t an t  pas des mesures 

exceptionnelles de s écu r i t é ,  l e  t ra i tement  par  ce fongicide e s t  r é a l i s é  par  

1' exploi tant .  Par  contre,  l e  bromure de méthyle, produit  gazeux à l a  tempé- 

r a t u r e  ordinaire ,  e s t  t r è s  toxique pour l'homme ; il e s t  associé à 2 % de 

chloropicrine , t r ichloronitrobenzène a f i n  de supprimer son ca rac tè re  inodore. 

En conséquence, l a  manipulation de ce produi t  nécess i t e  d'importantes mesu- 

r e s  de sécur i té  e t  l a  dés infect ion n ' e s t  pra t iquée que par  des en t r ep r i s e s  

spéc ia l i sées ,  après  au tor i sa t ion  é c r i t e  du se rv ice  de l a  protect ion des 

végétaux. 

De p lu s ,  l a  dés infect ion ne peut avoir  l i e u  que s i  l a  

température atmosphérique e s t  supérieure à 10°C e t  s i  l e  s o l  de l a  pa r ce l l e ,  

préalablement ameubli, possède un taux d'humidité d ' au  moins 70 %. Lorsque 

ces conditions sont  r é a l i s é e s ,  l e  s o l  e s t  recouvert  d'une t o i l e  p las t ique  

formant un tunne l  de 5 à 10 cm de hauteur,  bordé sur  son pourtour par un 



apport de t e r r e .  C 'es t  par des o r i f i c e s  ménagés dans l a  t o i l e ,  pouvant ê t r e  

bouchés, que l e  fongicide e s t  versé  dans des bo î t e s  métall iques disposées 

dans l e  tunnel .  

,  près 24 heures d ' ac t ion ,  l a  pa r ce l l e  e s t  découverte ; 
- - -  - 

5 jours plus  t a rd ,  nous effectuons l e s  semis manuels à l a  densi té  d'environ 

2kg de graines  à l ' h ec t a r e  sur  ce s o l  de nature sablo-calcaire,  qui n ' a  pas 

é t é  préalablement analysé. Nous n'avons u t i l i s é  qu'une v a r i é t é  de Laitue: 

l a  v a r i é t é  "Novir" sélectionnée par l e s  généticiens de 1'1 .N .R .A. 

3) Inoculations expérimentales : 

El l e s  ont  é t é  effectuées  au moment du semis e t  à d i f f é -  

r en t e s  époques de l a  période de cul ture  sur  des La i tues  a l o r s  parvenues à 

divers  s tades  de l eu r  développement, avec un inoculum cons t i tué  par une 

suspension de fragments de qycélium, de sporocystes e t  de zygotes. 
- - - - - - - - - -- - - - 

a )  ptrépana;tion de L'inocLLewn : 

Nous cul t ivons  l a  souche du Pythiwn tracheiphiZwn dans 

des f i o l e s  de Roux, su r  mil ieu non gélosé (milieu préconisé par  HUGUENIN 

en 1970, pour ala cul ture  ,du Phytophthora paZmivora ) , complété par 10 mg 

pa r  l i t r e  ddB-sitostérol. Après 10 jours d ' incubation à 1 8 O c ,  sous un é c l a i -  

rage fournissant  12 heures de lumière blanche par jour,  nous reoueil lons 
- --- -- - - 

l e  produi t  de l a  croissance de 25 f i o l e s ,  c ' e s t  à d i r e  environ 10 g de ma- 

t ière  fongique sèche. Le produi t  de l a  croissance a i n s i  récupéré e s t  

lavé 3 f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  puis centrifugé 2 f o i s  consécutivement à 

hoc pendant 25 minutes à 4 000 tours/minute (centrifugeuse I.E.C. PR 6 000) 

avant d ' ê t r e  broyé pendant 2 minutes par  l ' u l t r a - t u r ax .  Le broyat  récupéré 

e s t  a l o r s  mis en suspension dans un volume d'eau t e l  que l a  concentration 

f i n a l e  s o i t  d'environ 8 . 1 0 ~  sporocystes e t  3 .  102 zygotes par  m l  de suspen- 

sion. Cette suspension e s t  ag i tée  manuellement au moment de l ' u t i l i s a t i o n  

a f i n  de l'homogénéiser. 

b )  i n o c U a n s  : -- pp -- - - - - 

Les contaminations au moment du semis sont  effectuées 

en versant  environ 100 m l  de suspension d'inoculum pax mètre, dans l e  

s i l l o n  même du so l ,  au contact  des graines qui sont  ensui te  recouvertes 

par  1 à 2 cm de t e r r e .  

Les contaminations en cours de végétation sont r éa l i s ée s  

au niveau du c o l l e t  de chaque La i tue ,  à l ' a i d e  d'une p ipe t t e ,  par arrosage 
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du s o l  avec 5 ml environ de l a  suspension fraîchement préparée. 

- - - -  

4) Méthodes des re levés  : 

Des contrôles  e t  des comptages de plantes  malades sont 

e f fec tués  chaque semaine. Nos e s sa i s  pré l iminaires  nous avaient  permis de 

remg;r.quer que nous devions l e s  c l a s se r  en deux catégor ies  : 

1-les plantes inoculées e t  présentant  au cours de l e u r  développement l e s  
symptômes de f l é t r i s  sement ; 

2-les plantes  inoculées,  ne f l é t r i s s a n t  pas,  mais dont l e s  vaisseaux de l a  
rac ine  présentent  un brunissement in te rne  plus  ou moins accentué, v i s i b l e  
seulement après coupe longi tudinale  de l a  racine  . 

Des coupes s é r i ée s  de ces rac ines  montrent que plus  de 

95 $ d ' entre  e l l e s  hébergent 1 ' agent pathogène. 

Après chaque opération cu l t u r a l e ,  sa rc lage ,  m i  se en 

place e t  l o r s  de l a  r éco l t e ,  nous comptons l e s  Lai tues  appartenant à 

chacun de ces l o t s  ; l e  t o t a l  des p lan tes  malades e s t  e f fec tué .  Les résu l -  

t a $ ~  sont  exprimés d'une p a r t  en pourcentage de plantes  f l é t r i e s  ( l è r e  Ca- 

t é g o r i e ) ,  d 'autre  p a r t  en pourcentage de p lan tes  i n f e s t ée s  ( l è re  + 2ème 

ca tégor ies ) .  

5)   onn nées climatiques : 
A- 

Les données climatiques journal ières  suivantes : tempé- 

r a t u r e  minimale, température maximale, hauteur des p réc ip i ta t ions  , enre- 

g i s t r g e s  par l a  s t a t i o n  météorologique du Pecq sont représentées dans l e s  

graphiques 5,  6  e t  7 .  

6 )  Intervent ion d ' au t res  pa r a s i t e s  : 

a) pm7Aaa myp.togLumquu : 

En f i n  de cu l tu re ,  nous avons observé des at taques du 

Bremia Zactucae, agent du mildiou de l a  Lai tue ,  e t  du Botrytis c inerea ,  

agent de l a  pour r i tu re  g r i s e .  Un t ra i tement  au dithane M22, poudre mouillable 

dont l a  matière ac t ive  e s t  l e  manèbe [N-N'éthylène b i s  (dithiocarbamate man-  

@;=eux)] a é t é  appliqué à l a  dose de 160 g par  h e c t o l i t r e  d'eau, sans per- 

turber  l e  développement de l ' agen t  pathogène é tud ié .  



b )  p m a ~ i 2 ~  a ~ u x  : 

Des attaques de Pucerons, à divers  moments de l a  cu l t u r e ,  
11 1' 

ont été combattues à l ' a i d e  du fol imat ,  i n sec t i c ide ,  dont l a  matière ac- 

t i v e  e s t  l e  O-méthoate (thiophosphate de 0-0 diméthyl e t  de S diméthyl- 

carbarqyl méthyl) qui  f u t  pulvér isé  sur  l e  feu i l l age  à l a  dose de 62,5 g 

par  h e c t o l i t r e  d'eau. Signalons également que nous avons observé des che- 

n i l l e s  de Scotia segetwn Schi f f ,  mais qu ' e l l e s  n 'ont  pas a f fec té  l e  dévelop- 

pement de notre  cu l tu re .  

11. PLAN EXPERIMENTAL DE 1974 

Le but de ces e s sa i s  é t a i t  de produire l e  f lé t r issement  

des Laitues par  l a  méthode des inoculations a r t i f i c i e l l e s .  

Ces expériences se son t  déroulées : 

- d'une pa s t  en s e r r e  dans des condit ions de température e t  d'humidité 
atmosphérique d i f f i c i l ement  contrôlables e t  quant i f iables  ; 

- d 'au t re  p a r t  en champ sur  un s o l  préalablement t r a i t é  par l e  fongosan. 

1 )  Essai en s e r r e  : 

a) mé;thodobgie 2 

Nous contaminons des p l an t s  de Lai tues  âgées de 8 jours 

cul t ivées  en motte de t e r reau .  12 jours après l ' i nocu l a t i on ,  ces p lan t s  

a i n s i  que des p lan t s  témoins non contaminés sont repiqués en champ. 

b )  trZnut32-d : 

Les contrôles  effectués  à d i f f é r en t s  moments au cours du 

développement des plantes  ne nous ont fourn i  aucun r é s u l t a t  p o s i t i f  quant à 

l a  production des symptômes de f l é t r i s sement .  

2 )  Essai en champ : 

a) mine en place de L ' u 6 a i  : 
I l  

Le s o l  de 10 parce l les  e s t  t r a i t é  par  l e  fongosanl: a l o r s  

que ce lu i  des 10 au t res  s e r t  de témoin sans t ra i tement .  



Dans chacun de ces types  de s o l ,  l e s  l a i t u e s  de 5 par- 

c e l l e s  sont contaminées par  Pythiwn tracheiphi2u.m t and i s  que l e s  au t res  ne 

l e  sont pas. 

La contamination a l i e u  au moment du semis, l e  26 j u i l -  

l e t ,  pour 3 rangs; au s tade l e r  sarc lage,  l e  9 août pour l e s  3 au t res  

rangs. 

6 )  k&ua/t& : 

Les d i f f é r e n t s  contrôles  e f f ec tué s  en cours de végéta- 

t i o n  n'ont révélé aucun symptôme de f l é t r i s sement .  Cependant, b ien que ne 

se manifestant pa s  extérieurement, l ' agen t  pathogène e s t  présent dans l e s  

t i s s u s  de racines présentant  un brunissement au niveau du cyl indre  c e n t r a l  ; 

des  coupes sé r iées  ont r évé l é  l e s  rac ines  dont l e s  t i s s u s  hébergeaient l e  

pa r a s i t e .  

Les r é s u l t a t s  sont exprimés dans l e  tableau 

Conditions de  so l  e t  de  
contamination 

Pourcentage de racines  dont l e s  
t i s s u s  hébergent P. tracheiphiZwn 

38,6 % 

58,3 % 

64,l % 

32,l % 

48,6 % 

59,2 % 

rl 
a, 
k 
1 +' 
cd ' 
rl 
O 
tll 

2 
\a, 
-Ii, 
o c 

6: 
2 

3 k0 
l-i 
O 
tll 

A 

...................................................................... 
sans contamination 

contamination au semis 
l e  26 j u i l l e t  

contaminationau l e r s a r -  
clage l e  9 août 

sans contamination 

contamination au semis 
l e  26 j u i l l e t  

contamination au 1 e r  sar- 
clage l e  9 août 



Ces r é s u l t a t s  nous montrent que l e s  contaminations accrois- 

sent  l e  pourcentage de rac ines  infes tées  s u r  s o l  na ture l  e t  sur s o l  contami- 

né,  b ien qu'aucune plante  ne s o i t  f l é t r i e .  

3 )  In te rpré ta t ion  de ces e s sa i s  de 1974 : 

Ces e s sa i s  nous permettent de dégager l e s  enseignements 

suivants  : 

1-la désinfection du s o l  par  le"dazometl semble ineff icace  vis-à-vis de l ' a -  

gent pathogène é tud ié  ; en e f f e t ,  nous observons sur  un s o l  n'ayant pas subi 

de t ra i tement ,  38,6 % de rac ines  malades a l o r s  que sur  l e  s o l  dés in fec té ,  

l e  pourcentage e s t  de 32,1 % ; 

2-la présence de l ' agen t  pathogène dans l e s  t i s s u s  des racines  ne s e  t r a d u i t  

pas toujours par l e  f lé t r issement  de l a  p l an t e ,  mais par un brunissement in- 

t e rne  plus ou moins important des vaisseaux du cylindre cen t r a l  de l a  racine  ; 

3-les contaminations des 26 j u i l l e t  e t  9 août 1974 ont é t é  r é a l i s é e s  dans 

des conditions météorologiques de sécheresse ; l e s  relevés de l a  s t a t i on  du 

Pecq nous fournissent  l e s  données suivantes : 

. pour l a  période comprise en t r e  l e  26 j u i l l e t  e t  l e  8 août :  

-la moyenne des températures maximales e s t  de 25  OC 
-la moyenne des températures minimales e s t  de 1 2 , 7 ~ C  
-la hauteur d'eau due aux préc ip i ta t ions  e s t  de 8,8 mm 

. pour l a  période comprise en t r e  l e  9 e t  l e  25 août:  

-la moyenne des températures maximales e s t  de 26  OC 
- la  moyenne des températures minimales e s t  de 1 3 , 1 ° ~  
-la hauteur d 'eau due aux préc ip i ta t ions  e s t  de 7,6 mm. 

Ces conditions atmosphériques sèches n 'ont  pas permis 

à l a  maladie de s ' ex t é r i o r i s e r  bien que l e  Champignon s o i t  présent dans 

58,3 e t  64 % des Laitues su r  s o l  na tu r e l ,  contaminées respectivement au 

semis e t  au l e r  sarc lage,  e t  dans 48,6 e t  59,2 % des Laitues sur  s o l  

dés infecté ,  contaminées respectivement au moment du semis e t  du l e r  sarc la-  

ge. 

Ces r é s u l t a t s  t r è s  p a r t i e l s  nous ont permis d ' é t a b l i r  

l e s  bases des programmes expérimentaux de 1975 e t  1976, r é a l i s é s  dans l a  

perspective de mieux comprendre l e  déroulement du processus in fec t ieux .  



III. PLANS EXPERIMENTAUX DE 1975 ET 1976 

Ces deux expériences ont  é t é  mises en place a f in  de 

poursuivre l e s  ob j ec t i f s  suivants : l ' é t ude  de l ' i n f l uence  de l ' â g e  de 

l a  Lai tue  e t  des facteurs  climatiques su r  l ' i n t e n s i t é  de l 'épidémie.  

Pour l 'année 1975, nous avons procédé de l a  manière 

suivante : 

- des semis ont  é t é  effectués  l e s  3,11, 18 e t  25 j u i l l e t  ; 

- l e s  contaminations ont é t é  r é a l i s é e s  l e s  1 1 ,  18 e t  25 j u i l l e t ,  l e r ,  7 e t  
14 août, a i n s i  l e  l e r  août par  exemple, nous contaminons des parce l les  
de Laitues âgées de 7 ,  14, 21 e t  28 jours.  

Pour l 'année 1976, l a  méthodologie a é t é  identique,  nous 

avons effectué  des semis l e s  2, 9, 16, 23 e t  30 j u i l l e t ,  l e s  6 e t  13 août 

e t  des contaminations l e s  23 e t  30 j u i l l e t ,  l e s  6 ,  13, 23 e t  27 août e t  l e  

3 septembre. En 1975 e t  1976, l e  s o l  des parce l les  a é t é  dés infecté  par l e  

- Nous avons r epo r t é  dans deux tableaux l e s  da tes  des d i f f é -  

ren tes  opérations de semis e t  de contamination e t  indiqué l ' â g e  des Laitues . 
aux d i f f é r en t e s  dates  de ~ o n t a m i n a t i o ~ s  ( tableaux 20 e t  2 1 ) .  



Tableau 20 : Age d u  L&uu au mament de la cantamina- 
fian. Expwence de 7975 .  

Tableau 21 : Age d u  l..uiXuu CU marnent de la contamina- 
fion. Exp&ience de 1 9 7 6 .  

Date des 
contamina- 
t i o n s  

1 1  j u i l l e t  

18 j u i l l e t  

25 j u i l l e t  

1er août 

7 août 

14 août 

Date des 
contami- 
nat ions  

23 j u i l .  

30 j u i l .  

6 août 

13 août 

23 août 

27 août 
1 

3 sep t .  

Date des semis 

-------- 
2 j u i l l e t  

3 j u i l l e t  

7 jours 

1 4  jours 

21 jours 

28 jours 

21 jours 

1 

1 

~ 
1 

9 j u i l l e t  

...................................................... 
1 1  j u i l l e t  

7 jours 

14 jours 

21 jours 

1 hjours 

21 jours 

Date des semis --------- ------------------. 
16 j u i l l e t  23 j u i l l e t  30 ju i l l e t  

7jours Ojour 

18 j u i l l e t  

7 jours 

14 jours 

21 jours 

14jours 1 7jours 1 Ojour 

25 j u i l l e t  

7 jours 

14 jours 

21 jours 

21 jours 14jours I l  



IV. RESULTATS DES ESSAIS DE 1975 ET 1976 

Ces r é s u l t a t s  sont exprimés dans l e s  tableaux ci-des- 

SOUS . 

TabLeau 22  : Tntemdé de t 'attaque p w - e  en donc- 
fion de & date de c o n t d d o n  ct de t 'âge d u  iaiAue6 
au mame& de cef te  c o n t & d o n .  R é s W  de 7 9 7 5 .  

Les r é s u l t a t s  por tés  dans ce tableau expriment : 

Date des con- 
taminat ions 

1 1 j u i l l e t  

18 j u i l l e t  

25 j u i l l e t  

l e r  août 

7 août 

14 août 

c : Le pouhcentage de p l a n t u  d L W u  + t e  pouncentage de planta non 612- 
m& dont L u  / radnu  hZb4~gen.t t e  pmasLte. 

Age des Lai tues  au moment de l a  contamination ------------- 
O jour 

a 51,1 
b O 
c 10,3 

14 jours 21 jours 28 jours 

II 6 ,2  
c 10,9 

b 51,3 
c 69 

b 10,g 
c 39,7 

b 10,s 
c 36 

b 6,9  
c 45,5 

b O 
c 25 

b 17,5 
c 43,5 

b 12,1 
c 52,6 

b O 
4 $9 c 

b 2,9 
c 30,4 

b 4 , l  
c 32 

b 40,8 
c 57,8 

b O 
c 4,2 

b 0 
c 66,6 



Tableau 23 : intemLté de L'dttaque pmasLtu&e en donc- 
&ion d u  ddatu de cor&mh&ion & du a a d e  de dévelop- 
pement d u  i l u  au moment de lu con;tamination. 
Ra- de 1 9 7 6 .  

Les r é s u l t a t s  por tés  dans ce t ab leau  expriment : 

a : l e  poclhcevl;tage de p&vtten à lu Levée pan t~appottt à Ca pmceUe ;témoin 
carnupondante ; 

b 

Date des con- 
taminations 

23 j u i l l e t  

30 j u i l l e t  

6 août 

13 août 

23 août 

27 août 

3 septembre 

L 

c : Le pomcentage de p l a n t u  OlWu + Re powrcevctage de p l u n t u  non 
@Ztk.ieh d o n t  Lea r r m i n ~  hé b a g  ent Le p w a e .  

Les r é s u l t a t s  obtenus montrent que des contaminations 

a r t i f i c i e l l e s  permettent d 'obtenir  des Laitues f l é t r i e s ,  mais des observa- 

t i ons  plus approfondies révèlent  que l e  nombre de Laitues aux racines  infes-  

Age des Laitues au moment de l a  contamination 

t é e s  e s t  toujours  supérieur au nombre de Laitues f l é t r i e s .  

21 jours 

b 12,8 
c 14,8 

b O 
c 2,6 

b 15,7 
c 21 ,5 

b 5,1 
c 8 ,2 

b O 
c 3 ,7 

b 4 ~ 1  
c 10,1 

b 17 

c 24,2 

14 jours 

b 21,4 
c 36,4 

b O 
c 6 

b 14,5 
c 20 

b 8 , i  
c 9,3 

b 7,2 
c 11,3 

b 6,1 
C 935 

- 

O jour 

a 17,7 
b O 
c 0 

a 62,3 
b O 
c 4,2 

a 36,1 
b  IO,^ 
c 21,2 

a 35 
b 2,1 
c 4,3 

..................................................... 
7 jours 

b 23,9 
c 37,5 

b 3,1 
c 5,2 

b 17 
c 29 

b 8,1 
c 10,6 

b 10,2 
c 1 7 6  



Deux types de f ac t eu r s  interviennent dans l 'épidémie ; 

nous essayerons de dégager l e  r ô l e  de chacun d'eux en l e s  é tudiant  séparé- 

ment ; nous étudierons ensu i te  l a  durée d ' incubation de l a  maladie, l e s  

conditions de survie  des Pythiwn dans l e  s o l  e t  l e s  moyens éventuels de l u t -  

t e  contre l ' agen t  pathogène. 

1 ) Influence du s tade de développement de l a  Laitue 

sur  l ' i n t e n s i t é  de l a  maladie : 

En f a i s a n t  abs t rac t ion  de 1 'influence des conditions 

climatiques, nous remaxquons que des contaminations a r t i f i c i e l l e s  r é a l i s é e s  

sur des Lai tues  d'âges d i f f é r e n t s  provoquent des dégâts d ' i n t e n s i t é  var ia -  

b le .  

Dans tous  l e s  cas ,  des contaminations effectuées  au se- 

mis provoquent des réductions considérables du nombre de p lan tes  à l a  levée.  

Ce nombre, dans l e s  parce l les  contaminées, exprimé en pourcentage par  

rapport  à c e l u i  des parce l les  témoins semées l e  même jour,  v a r i e  de 17,7 à 

62,3. Cette diminution du taux de levée e s t  due à une at taque du Champignon 

s u r  l ' axe  hypocotylé, provoquant sa pour r i tu re .  Ces observations ont  égale- 

ment été s i g n d é e s  dans l e s  contaminations de p lan tu les  i n  vitro. 

Cependant, il e s t  à noter  que dans l e s  conditions de se- 

mis très denses, pratiquées par l e s  maraîchers en région par is ienne,  c e t t e  

fonte de semis peut passer inaperçue d 'autant  que l e  premier sarclage é l i -  

mine. ces p lan tu les .  

La contamination effectuée l e  18 j u i l l e t  1975 sur des 

l a i t u e s  de 7 e t  14 jours fou rn i t  respectivement 51,3 e t  7 % de l a i t u e s  

f l é t r i e s .  De même, l a  contamination du 7 août a donné l e s  r é s u l t a t s  sui -  

vants : 

-   ai tues de 14 jours : pourcentage de plantes  f l é t r i e s  : 12,1 ; pourcenta- 
ge de plantes  porteuses de l ' agen t  pathogène : 52,6 ; 

-  ait tues de 21 jours : pourcentage de plantes  f l é t r i e s  : 4,1 ; pourcentage 
de plantes  porteuses de l ' agen t  pathogène : 32 ; 

- Lai tues  de 28 jours : pas de p lan tes  f l é t r i e s  ; pourcentage de plantes  
porteuses de l ' agen t  pathogène : 4,2. 

- - - - ---- - 
Pour l 'année 1976, l a  contamination du 23 j u i l l e t  i l l u s -  

t r e  également l e  f a i t  que l e s  pourcentages de p lan tes  a t t e i n t e s  sont d 'autant  

plus impor tan tg  que l e s  Laitues sont contaminées à un stade plus  précoce : 



- Laitues de 7 jours : pourcentage de plantes  f l é t r i e s  : 23,g 
pourcentage de plantes  porteuses de l ' agen t  pathogène:37,5 

- Laitues de 14 jours: pourcentage de p lan tes  f l é t r i e s  : 21,4 
pourcentage de plantes  porteuses de l ' agen t  pathogène : 36 $ 4  

- Laitues de 21 jours : pourcentage de p lan tes  f l é t r i e s  : 12,8 
pourcentage de p lan tes  porteuses de l ' agen t  pathogène : 14,8 

Les r é s u l t a t s  de ces e s s a i s  révè len t  que l e s  s tades  phy- 

siologiques jeunes ( 7  e t  14 jours)  sont de façon générale plus sens ib les  à 

l ' a t t aque  p a r a s i t a i r e ,  tandis  que l e s  Laitues de 28 jours n 'ont  présenté 

aucun f lé t r issement .  Les contaminations au moment du semis provoquent des 

fontes de semis t r è s  importantes é t an t  donné l a  dens i té  de population des 

p lan tu les .  

2) Influence des conditions cl imatiques sur  l ' i n t e n s i t é  

de l a  maladie : 

Les r é s u l t a t s  des e s s a i s  en s e r r e  e t  en champ de 1974 

révèlent  que des condit ions atmosphériques sèches ne permettent pas d 'ob ten i r  

l e  f l é t r i s sement  des Lai tues .  Nous avons donc confronté l e s  r é s u l t a t s  ob- 

tenus en 1975 e t  1976 avec l e s  re levés  météorologiques correspondants. 

La  contamination du 18 j u i l l e t  1975 a é t é  su iv ie  d'une 

période dont l e s  ca rac té r i s t iques  climatiques sont l e s  suivantes : 

période du 18 au 25 j u i l l e t  1975 

- moyenne des températures maximales : 23OC 
- moyenne des températures minimales : 13,g0c 
- hauteur d'eau due aux préc ip i ta t ions  : 13,2 m 

- Lai tues  de 7 jours : pourcentage de Laitues f l é t r i e s  : 51,3 
pourcentage de Laitues avec P y t h i w n  : 69 

- Laitues de 14 jours:  pourcentage de Laitues f l é t r i e s  : 6,9 
pourcentage de Laitues avec Pythiwn : 45,5 

Les contaminations des 25 j u i l l e t ,  l e r  e t  7 août qui  ont  

é t é  tou tes  t r o i s  su iv ies  de périodes au cours desquelles aucune préc ip i ta -  

t i o n  n ' a  é t é  enreg is t rée ,  ont  fourni  des pourcentages relativement f a i b l e s  

de plantes  f l é t r i e s  ; par  contre ,  l e s  p lan tes  porteuses de l ' agen t  patho- 

gène sont assez nombreuses (52,6 % dans l e  cas de Laitues de 14 jours conta- 

minées l e  7 août ) . 



Les La i tues  contaminées l e  14 août 1975 ont reçu d'im- 

por tantes  p réc ip i ta t ions  s ' é levan t  à 24 mm dans l e s  8 jours suivants.  

- Laitues de 21 jours : pourcentage de plantes  f l é t r i e s  : 40,8 
pourcentage de plantes  in fec tées  : 57,8 

- Laitues de 28 jours : pourcentage de plantes  f l é t r i e s  : O 
pourcentage de plantes  i n f ec t ée s  : 66,6. 

De même, au cours de l 'année 1976, l e s  conditions clima- 

t i ques  au lendemain des contaminations ont joué un rô l e  dans 1 'extension 

de l a  maladie. 

I l  e s t  à note r  que dans l a  période du 23 j u i l l e t  au 

3 septembre, da tes  l im i t e s  de nos contaminations, l a  hauteur d'eau due aux 

préc ip i ta t ions  a é t é  i n f é r i eu re  à 10 mm (9 , l  mm) .  Ces conditions de grande 

sécheresse ont provoqué de façon générale,  des dégâts peu importants. 

Cependant, à 1 'examen du tableau des r é s u l t a t s  de 1976, nous constatons que 

l e s  pourcentages de plantes  malades ( f l é t r i e s  ou porteuses du Pythiwn 

trache-iphiZwn)les plus importants ont é t é  observés après l e s  contaminations 

des 23 j u i l l e t ,  6 août e t  3 septembre. 

L a  contamination du 23 j u i l l e t  1976 a é t é  r é a l i s é e  sur  

un s o l  fortement imbibé par  s u i t e  de p r éc ip i t a t i ons  orageuses ayant apporté 

une hauteur d'eau cumulée de 90 mm, au cours des 3 semaines précédentes ; 

c e t t e  f o r t e  humidité a pu favor i se r  l a  pénétra t ion du P. tracheiphiiiwn dans 

l e s  t i s s u s  de l a  racine .  

Les pourcentages de plantes  f l é t r i e s  sont  de 23,g - 
21,4 e t  12,8 respectivement pour des Laitues contaminées à 7 - 1 4  e t  21 jours 

a lo r s  que l e s  pourcentages de p lan tes  in fec tées  sont de 37,5 - 36,4 e t  14,8. 

La contamination du 6 août n ' a  é t é  su iv ie  d'aucune- pré- 

c i p i t a t i o n  , m a i s  de deux arrosages effectués  par  l ' e x p l o i t a n t  e t  corres-  

pondant à une hauteur d 'eau cumulée de 40 mm. Les r é s u l t a t s  montrent que l e s  

dégâts sont importants. 

- Laitues de 7 jours : pourcentage de plantes  f l é t r i e s  : 17 
pourcentage de plantes  in fec tées  : 29 

-  ait tues de 14 jours : pourcentage de plantes  f l é t r i e s  : 14,s  
pourcentage de plantes  in fec tées  : 20 

- Lai tues  de 21 jours : pourcentage de plantes  f l é t r i e s  : 15,7 
pourcentage de plantes in fec tées  : 2 1,5 



Ces r é s u l t a t s  confirment qu'une f o r t e  humidité du s o l  

e s t  favorable au déroulement du processus épidémiologique. Par contre ,  

l a  sécheresse ne permet pas à l a  maladie de s ' e x t é r i o r i s e r  par  l e  symp- 

tôme du f lé t r i s sement  mais e l l e  n ' i n t e r d i t  pas l ' i nvas ion  des t i s s u s  de 

l a  racine  par l ' agen t  pathogène, favor isant  a i n s i  l a  survie  du Pythiwn 

trac heip h i  Zwn . 

3 )  Durée d ' incubation de l a  maladie : 

Des contaminations a r t i f i c i e l l e s  r é a l i s é e s  précocement 

dans des condit ions climatiques favorables (humidité importante du s o l )  

déclenchent l e  f lé t r issement  des  Laitues après 6 à 8 jours.  Dans des con- 

d i t i ons  atmosphériques sèches, c e t t e  période d ' incubation peut a t t e indre  

10, 15 vo i re  même 18 jours : contamination du 25 j u i l l e t  e t  l e r  août 1975. 

Dans des condit ions défavorables , l a  pénétrat ion de 1 'a- 

gent pathogène dans l e s  t i s s u s  de l a  racine  pour ra i t  se  r é a l i s e r  ; lorsque 

l e s  condit ions de développement du P. tracheiphiZwn deviendraient me i l l eu -  

r e s ,  l e  pa r a s i t e  pourra i t  provoquer l ' obs t ruc t ion  des vaisseaux e t  l e  

f lé t r issement  t a r d i f  de la  Lai tue .  

4 )  Conditions de survie  de l ' agen t  pathogène dans l e  

s o l  e t  l e s  débr i s  de cu l tu re  : 

I l  semble vraisemblable que l e  p o t e n t i e l  infect ieux du 

Pythiwn tracheiphiZwn se  maintienne dans l e  s o l  su r  l e s  débr i s  de cu l tu re  ; 

des contaminations r éa l i s ée s  i n  v i v o ,  à l ' a i d e  de suspensions contenant 

uniquement des fragments de mycélium e t  de sporocystes,  ont  conduit à l a  

formation d'organes sexués ( spermatocystes e t  O O C Y S ~ ~ S  ) , puis  de zygotes 

dans l e s  t i s s u s  des racines  de Lai tues .  

Ces s t ruc tu r e s  à paro i s  épaisses  sont considérées par  

de nombreux auteurs  comme capables d ' assure r  l a  survie  du Champignon dans 

l e  s o l  pendant de longues périodes.  

HOPPE (1966) montre que ce r ta ines  espèces de Qthiwn 

se  conservent pendant plus de 12 années, sous forme de zyggtes dans des 

so l s  maintenus à l a  température ambiante ; ces spores,  après une période 

humide d'environ 15 jours, sont  capables d ' i n f ec t e r  à nouveau leur  hôte.  

Selon STANGHELLINI e t  BURR (197'1) des oospores du Pyth'h-7 aphanidermatum 



subs i s ten t  pendant 12 mois dans un s o l  sa tu ré  en humidité à 4 ' ~  a i n s i  que 

dans un s o l  sec à 4 0 ' ~ ~  mais ne subs i s ten t  pas plus  d 'un mois dans un 

s o l  sa turé  en humidité à 40 '~ .  

Des zygotes de d i f f é r en t s  Pythium fréquemment obser- 

vés  dans des t i s s u s  i n f ec t é s ,  peuvent y survivre  pendant de longues pér io-  

des  e t  germer l o r s q u ' i l s  reçoivent l e  stimulus déclenchant l ' a r rê t  de 

dormance (TRUJILLO e t  H I N E ,  1965 ) . 
Ceux du Pythiwn aphanidermatum r é s i s t e n t  pendant de 

nombreuses années à des condit ions de sécheresse,  quelques mois à des 

températures basses  (TRUJILLO e t  MARCLEY, 1967 ) . 

Selon tI.ASSAN e t  FERGUS ( 1 9 7 3 ) ~  pour Pythiwn hydnos- 

p o m  paras i t e  du champignon de couche, i l s  conservent l eu r  v i t a l i t é  durant 

18 mois dans de s  condit ions d'atmosphère sèche ou humide, a l o r s  que dans 

ces  conditions, l e s  hyphes mycéliens ne survivent qu'un mois. 

ALLARD (1970) montre que Peronospora p i s i  Syd., agent 

du Mildiou du Pois ,  p e r s i s t e  dans l e  s o l ,  su r  l e s  gousses à l ' é t a t  de 

zygotes e t  comme GEESTERAMUS (1960) l e s  rend responsables de l ' i n f e c t i o n  

dans de nombreux cas .  De même l e s  oospores du Peronospora des tructor  

( ~ e r k .  ) Casp. survivent quelques années dans l e s  r e s t e s  de cu l tu res  (MAC 

KAY, 1957 ; VIRANYI,  1974) . 
BARTON (1958) montre que de nombreuses espèces du 

genre Pythiwn p r o l i f è r e n t  en saprophytes dans l e s  so l s  sableux de cu l t u r e s  

légumières, l e  pH de ces s o l s  é tan t  compris en t r e  5,5 e t  7,5. Selon c e t  

auteur ,  l ' a c t i v i t é  saprophytique du Pythiwn naamiZZatwn dans l e  s o l  s e r a i t  

l i é e  à l a  présence d'une source de carbone. Les conditions optimales de 

v i e  saprophytique de c e t t e  espèce sont l e s  suivantes  : humidité élevée 

du s o l ,  température vois ine  de 10°C, pH du s o l  compris en t r e  5,5 e t  7 , 5 .  

Cet auteur ne donne aucune précision quant à l a  forme sous l aque l le  l e  

P. mamiZZatwn assure s a  conservation dans l e  s o l .  

Selon d ' au t res  travaux, l a  pers is tance des espèces de 

Pythiwn dans l e  s o l  s e r a i t  assurée par l e s  sporocystes.  



AGNIHOTRI e t  VAARTAJA (1967) montrent que l e s  sporo- 

cystes  du Pythiwn uZtimm Trow survivent dans l e s  so l s  e t  l e s  rés idus  de 

cu l tu re .  Selon STANGHELLINI e t  HANCOCK (1971) ces organes pe r s i s t e r a i en t  

pendant p lus  de 11 mois dans un s o l  sec ou humide sans que l e u r  taux de 

germination n'en s o i t  a f f ec t é .  

Des sporocystes du Pythiwn u l t h u m ,  r e c u e i l l i s  à par- 

tir de rac ines  de pois  enfouies dans l e  s o l ,  pendant 5 mois, germent s ' i l s  

sont placés sur  un milieu n u t r i t i f  assez pauvre (SSANGHELLINI e t  HANCOCK, 

1971). Selon ces auteurs ,  ces s t ruc tures  assureraient  l a  conservation du 

~Chnmpignon dans des condit ions assez défavorables. 

Il r é s u l t e  de l'examen de ces travaux,  que l e s  espèces 

du genre Pythiwn assurent  l eu r  pers is tance dansa l e  s o l ,  pendant de longues 

périodes,  dans des condit ions pa r fo i s  dras t iques ,  sous forme de zygotes 

ou de sporocystes. Les uns e t  l e s  autres  sont part iculièrement abondants 

dans l e s  so l s  cu l t i vé s  sableux, ou argilo-sableux dont l e s  pH sont compris 

en t r e  5,5 e t  7,5.  

5) Moyens éventuels de l u t t e  : 

Nos e s s a i s  en champ de 1974 ont montré l ' i n e f f i c a c i t é  
1% tt 

du dazomet u t i l i s é  en désinfect ion de s o l .  

Les e s sa i s  de désinfect ion du s o l  en 1975 e t  1976 nous 

ont f ou rn i  des r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s  : l e  bromure de méthyl associé à 

l a  chloropicrine s ' e s t  avéré e f f i c ace  pour l a  des t ruct ion du P. tracheiphi- 

Zwn ; tou tes  l e s  Laitues des parce l les  dés infectées ,  non recontaminés ex- 

périmentalement sont sa ines ,  t and i s  que dans l e  r e s t e  de l ' exp lo i t a t i on  

sur  s o l  non t r a i t é ,  des Laitues s e  révèlent  malades. 

Cependant, en ra ison de son p r i x  de rev ien t  élevé,  

l t u t i l i s a t i o n  de ce produit  e s t  souvent l imi tée  à l a  dés infect ion de so l s  

de pépinière ou de so l s  de cu l tu re  hor t i co le .  

Selon HENDRIX e t  CAMPBELL (1973) l e  bromure de méthyl 

u t i l i s é  s eu l  ou associé à l a  chloropicrine ne d é t r u i t  pas l a  t o t a l i t é  de 

l a  microflore du s o l  : en e f f e t ,  au cours des premières semaines suivant 

son appl icat ion,  l a  population bactérienne du s o l  augmente, puis  il 



s ' é t a b l i t  un équ i l ib re  biot ique ; cec i  pou r r a i t  expliquer l ' e f f e t  bénéfi-  

que de ce t ra i tement  s u r  l e s  p lan tes  des pa rce l l e s  servant de témoins ; 

ces Laitues se  développant mieux e t  en p a r t i c u l i e r  l e u r  système r ac ina i r e  

e s t  plus développé que c e l u i  des p lan tes  témoins des s o l s  non dés in fec tés .  

Une au t r e  méthode de l u t t e  pou r r a i t  ê t r e  l a  r o t a t i on  des 

cul tures  ; il n ' e s t  pas r a r e  en e f f e t  que des Laitues so ien t  cu l t i vée s ,  

à raison de 2 r éco l t e s  par  an, sur ce r ta ines  pa rce l l e s ,  augmentant a i n s i  

l e s  risques d'épidémie e t  de survie de l ' a g e n t  pathogène ; cependant, de 

nombreuses espèces du genre Pythim sont  capables de v i e  saprophytique 

sur des p lan tes  appartenant à diverses  fami l les  : il s e r a i t  donc peut 

ê t r e  assez d i f f i c i l e  d 'é l iminer  ces p a r a s i t e s  par c e t t e  méthode. 

Dans l e  but de sé lec t ionner  des cu l t i va r s  r é s i s t an t s  

en collaboration avec l a  Sta t ion d 'Amélioration des Plantes  de 1'1 .N .R .A. , 
nous avons t e s t é  50 c u l t i v a r s  de La i tues  su r  des parce l les  dont l e  s o l  

é t a i t  présumé in fec té .  Les r é s u l t a t s  de ces e s s a i s  nous ont  montré l ' e x -  

trême s e n s i b i l i t é  à l ' a g e n t  pathogène : aucun cu l t i va r  parmi ceux que 

nous avons expérimentéis ne s  ' e s t  avéré r é s i s t a n t  à l a  maladie, Q? 
plante  -- sauvage h c t u c a  s e r r io la  e t  l e s  cu l t i va r s  " ~ u r é l i a "  e t   illo loi se 

s e  sont révélés  t r è s  sens ib les .  

CONCLUS ION 

Les r é s u l t a t s  de ces e s s a i s  ont f a i t  appara î t re  l e s  

éléments suivants  : 

1 - l e s  conditions de f o r t e  humidité sont favorables au déclenchement de 

l'épidémie ; e l l e s  accroissent  l e  nombre des Laitues f l é t r i e s .  Ces résu l -  

t a t s  confirment l e s  observations f a i t e s  par  l e s  maraîchers qui enreg is t ren t  

des dégâts importants durant l e s  étéspluvieux ; 

2 - l e s  jeunes stades de développement de l a  Laitue sont plus sens ib les  à 

l ' agen t  pathogène ; l e s  contaminations au moment des semis provoquent des 

fontes de semis, e t  une diminution du nombre de p lan tu les .  Les Laitues 

âgées de 7 e t  14 jours sont  plus suscep t ib les  d ' ê t r e  in fec tées  que l e s  

Laitues de plus  de 21 jours ; 



3 - l e s  symptômes de f lé t r issement  ne sont que l ' a s p e c t  terminal  de l a  

maladie ; l a  pénétra t ion e t  l ' i n s t a l l a t i o n  du P. tracheiphitwn dans l e s  

t i s s u s  de l a  p lante  n 'about issent  pas toujours à ces symptômes ; 

4 - Pythiwn tmcheiphitwn, présent dans l e s  t i s s u s  des rac ines ,  su rv ivra i t  

donc dans l e  s o l  par  ses  zygotes e t  s e s  sporocystes e t  assure ra i t  une 

source d ' in fec t ion  pour l ' année suivante ; 

5 - l e  bromure de méthyl associé  à l a  chloropicrine apparaî t  e f f i cace  dans 

l a  l u t t e  contre ce t  agent pathogène. 

Cependant, il r e s t e  à d é f i n i r  l e  s e u i l  p r éc i s  d'humi- 

d i t é  déclenchant l ' a t t aque  p a r a s i t a i r e ,  l a  durée de survie  du pa ra s i t e  

dans l e  s o l ,  l e  mécanisme exact  de l a  pénétrat ion dans l e s  t i s s u s  e t  l e  

comportement des d i f fé ren tes  va r i é t é s  de Lai tues .  

L a  mise au point  de l a  méthodologie expérimentale, en 

p a s t i c u l i e r  l a  méthode des contaminations en champ pou r r a i t  permettre 

d 'é lucider  ces d i f f é r en t s  aspects .  



C H A P I T R E  I I I  

ACTION DE QUELQUES PRODUITS FONGICIDES SUR L A  CROISSANCE 

ET LA REPRODUCT 1  ON DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM 

Le P y t h i w n  t r a c h e i p h i l u m  provoque des fontes  de semis 

sur  de jeunes-pxagitules de Lai tues  peu après l e u r  germination ; ce micro- 

organisme s e  conserve dans l e  s o l  sur  l e s  débr is  de cu l tu re  e t  a cc ro î t  

son po t en t i e l  infect ieux.  L a  l u t t e  contre ce type de pa ra s i t e  peut s 'o r -  

ganiser par  l a  désinfection du s o l ,  m a i s  c e t t e  méthode,efficace avec l e  

bromure de méthyl e t  l a  chloropicr ine ,es t  extrêmement chère ; on peut 

également envisager l ' a c t i o n  de fongicides u t i l i s é s  en enrobage de semen- 

ces ; ces p rodui t s ,  f ranchissant  l e s  téguments des g ra ines ,  d i f fusen t  

dans l e s  jeunes plantules  e t  pourra ient  empêcher l e  développement du 

Champignon. 

Peu de travaux, à not re  connaissance, t r a i t e n t  de 

l ' e f f i c a c i t é  des produi ts  fongicides vis-à-vis des P y t h i u m .  

Nos e s sa i s  ont  eu pour but  de comparer l ' a c t i o n  éven- 

t u e l l e  de fongicides appartenant à divers  groupes sur  l a  croissance 

du P y t h i w n  t r a c h e i p h i Z w n .  



1. PRODUITS FONGICIDES U T I L I S E S  

Les fongicides se  r épa r t i s s en t  en plus ieurs  groupes en 

fonction de l a  nature  chimique de l a  matière ac t ive  dont i l s  sont  cons- 

t i t u é s .  Nous avons effectué  des e s s a i s  avec l e s  produi ts  suivants  : 

1 )  Groupe des carbamates : 

hou-ghoupe d u  d M v é n  d e  L'acide c a b a n i q u e  : 

- bénomyl dont l a  matière act ive  e s t  l ' e s t e r  méthyli- 

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

hou-gnaupe d u  dehivan de  L ' a d d e  tkiacarrbamLque : 

- l e  sN41.703 dont l a  matière act ive  e s t  l e  chlorhydrate 

de ~-éth~l-~3-diméthyl-aminopropyl-thiocaPbate. 

hou-gnoupe d u  d&i.véa de  L'acide & L a c a h b ~ q u e  : 

- l e  m q a f o r t  dont l a  matière act ive  e s t  l e  NN'éthylène- 

b i s  (dithiocarbamate manganeux) . 

hou-gnaupe d u  ditLocabama;tu main d e h i v a  d u  W~~amu : 

- l e  --------- thirame dont l a  matière act ive  e s t  l e  d i su l fu re  de 

b i s  (diméthylthiocarbamyle ) . 

2)  Groupe des dicarboximides : 

hou-gnaupe d u  p h t a h h i d u  q u i  n o n t  d u  d&i.véa de LtindunitFue pZ&afiettc? : 

- le-Lg~4a.n: dont l a  matière act ive  e s t  l e  N(Trich1oro- 

méthy1thio)cyclohexène dicarboximide. 

3 )  Groupe des th iad iaz ines  : 

- l e  tébuzgt_g dont l a  matière act ive  e s t  l e  th iazo ly l -  

benzimidazole ou thiabendazole. 

4 )  Groupe des organomercuriques : 

-&a f r d n e  dont l a  matière act ive  e s t  l ' hyd ra t e  de mercu- 

r e  éthyloxy-éthylique. 

5 )  Produits  composés : 

l e  V ~ X  dont l a  matière ac t i ve  e s t  const i tuée  par  l a  

carboxine e t  l 'oxyquinoléate de cuivre .  



II. EXPERIMENTATION 

Nous avons u t i l i s é  l e s  t r o i s  méthodes suivantes : 

- incorporation du produit  fongicide au milieu de cu l tu re  gélosé i n  v i t r o  ; 

- méthode des disques de Whatmann ou disques pour antibiogrammes ; 

- enrobage des semences. 

1 )  Incorporation dans l e  milieu de cu l tu re  : 

a) p~oeéd~lhe expWmentde : 
Les produits  t e s t é s  sont  ajoutés après autoclavage, 

s tér i lement ,  aux doses de 3 e t  12 m g  par  l i t r e  de mil ieu gélosé. Afin d'en 

assurer  l 'homog~néisation , celui -c i  e s t  ag i t é  manuellement pu i s  r é p a r t i  

en bo î t e s  de P é t r i  avant d ' ê t r e  ensemencé. 

Des bo î tes  contenant l e  milieu chimiquement d é f i n i ,  

sans produi t  fongicide,servent de témoin e t  sont ensemencées à l ' a i d e  d'un 

fragment de cu l tu re  du Pythium tracheiphiZwn âgée de 10 jours .  Nous ense- 

mençons 5 bo î tes  par  trai tement e t  nous répétons l 'expér ience.  

Des bo î tes  de P é t r i ,  de chacun des t ra i t ements ,  sont 

simultanément ensemencées à l ' a i d e  d'un fragment de PeniciZZiwn expanswn, 

pour v é r i f i e r  l ' e f f i c a c i t é  e t  l a  pers is tance des produi ts  au cours de l a  

cu l tu re  vis-à-vis d'un microorganisme t r è s  sensible  à l 'ensemble des 

inh ib i teurs  é tudiés .  

Parmi l e s  fongicides p r éc i t é s ,  nous u t i l i s o n s  pour c e t  

e s s a i ,  l e  captane, l e  mangafort , l e  quinolate V ~ X  e t  l e  ~ ~ 4 1 . 7 0 3 .  

Les cul tures  sont incubées à 20°c, sous 12 heures de 

lumière blanche par  jour. 

b )  héhuR;ta;ts : 

L a  moyenne des diamètres en mm, des colonies obtenues 

sur  3 bo?tes,notée chaque jour ,es t  repor tée  sur l e  graphique 8. 

L'examen de celui -c i  nous montre que : 

1-le captane e t  l e  ~ ~ 4 1  .703 u t i l i s é s  à ra ison de 3 mg par  l i t r e  sont inef-  

f i caces  puisque l a  croissance e s t  sensiblement égale à c e l l e  du témoin ; 



F I G U R E  8 

INFLUENCE DES DIFFERENTS PRODUITS FONGICIDES SUR LA CROISSANCE 

DU PYTHïüM TRACHETPHILUM 

Courbes de croissance en présence des  produi ts  suivants 

SN41.703 3 mgIl 0-0 ~ ~ 4 1 . 7 0 3  12 mg/l 

+----+ Captane 3 mg/l 0- - -- 9 Captane 12 mg/l 

a-. Mangafort 3 m g / l  c--. Témoin 





2-le captane à 12 mg par l i t r e ,  l e  mangafort à l a  dose de 3 % / l i t r e  e t  

l e  V ~ X  à 3 mg l l i t r e  sont peu e f f icaces  vis-à-vis du Pythium tracheiphi- 

Zwn ; on note cependant un ralentissement de l a  croissance du Champignon 

puisque 9 ou 1 1  jours sont nécessaires au l i e u  de 6 dans l e  cas du témoin, 

pour coloniser l a  t o t a l i t é  de l a  surface du mil ieu gélosé ; 

3-le S~41 .703  à l a  concentration de 12 mg par l i t r e  montre une légère  

e f f i c a c i t é ,  l e  diamètre de l a  cu l tu re  ne dépassant pas 55 mm ; 

4-la dose de 12 = / l i t r e  de V ~ X  montre une e f f ic ience  moyenne, l a  c ro i s -  

sance n ' a t t e ignan t  que 30 mm après 12 jours de cu l tu re  ; 

5-le mangafort à ra ison de 12 mg par  l i t r e ,  inhibe totaLement l e  dévelop- 

pement mycélien du Pythiwn tracheiphiZwn. 

En ce qui concerne l e s  cul tures  du PeniciZZiwn expan- 

swn, l e s  produi ts  fongicides t e s t é s ,  à l ' except ion du captane e t  du 

341.703 aux doses de 3 mg/ l i t re ,  inhibent  totalement l e  développement 

de ce microorganisme ; en présence de captane e t  de ~ ~ 4 1 . 7 0 3 ,  l e  diamètre 

maximum a t t e i n t  e s t  de 35 mm après 12 jours de cu l tu re .  
. -  - - -  

C )  conc5.don : 

Nous voyons donc que l e s  produi ts  fongicides t e s t é s  

ont  une action assez f a i b l e  sur  l a  croissance du Pythiwn tracheiphizwn. 

Cependant, l e  r e t a r d  dans l a  croissance mycélienne pou r r a i t ,  peut  Gtre ,  

dans l e s  conditions na tu r e l l e s  d ' i n f ec t i on ,  ê t r e  u t i l i s é  ; en e f f e t ,  

l ' app l ica t ion  de ces produi ts  permet t ra ient  aux jeunes p lan tu les  de se 

développer e t  de dépasser l e  s e u i l  de f o r t e  s e n s i b i l i t é  ( s t ade  cotylé-  

donaire ) . 
Le mangafort inhibe à l a  dose de 12 mg par  l i t r e  l e  

développement de l ' agen t  pathogène, mais pour que c e t t e  e f f i c a c i t é  s o i t  

t o t a l e ,  il faud ra i t  que l e  produit s o i t  systémique, ce qui à not re  

connaissance, n ' e s t  pas démontré. 

2 )  Méthode des disques pour antibiogrammes : 

a)  pkocéduhe expWrnent.de : 

Des disques pour antibiogramme, de papier  Whatmann, de 

6 mm de diamètre préalablement dés infectés  par l ' é t h e r  sont trempés dans 

une suspension du produit  fongicide,  à 0,1 % dans l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e .  



Quatre disques a in s i  t r a i t é s  sont  déposés à l a  surface du mil ieu gélosé 

préalablement r é p a r t i  en bo î tes  de P é t r i .  Le milieu e s t  ensemencé à l ' a i d e  

d'un fragment de cul ture  âgée de 10 jours,  à dis tance sensiblement égale 

des disques.  

Des bo î tes  témoins, ensemencées, reçoivent  4 disques dé- 

s in fec tés  par  l ' é t h e r  e t  trempés dans l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e .  

Nous avons u t i l i s é  l e s  produits  suivants  : l e  captane, 

l e  mangafort , l e  V ~ X ,  l a  frumine e t  l e   SN^ 1 .703. 

Nous avons ensemencé 10 bo î tes  de chaque t ra i tement .  

6 )  h a w  : 

Les r é s u l t a t s  sont fourn i s  par  l e s  valeurs des diamè- 

t r e s  des zones d ' inh ib i t ion  autour de chaque disque, après 6 e t  10 jours 

dl incubation. 

Dans l e  cas de milieux ensemencés avec PeniciZZiwn 

expanswn, nous observons avec l e  captane, l a  frumine e t  l e  mangafort des 

zones d ' inh ib i t ion  de 25 à 35 mm, ce qui démontre que l a  d i f fus ion du 

produit  s e  f a i t  autour du disque.  

En ce qui  concerne l e s  cul tures  du Pythium trachei- 

phiZwn nous n 'observons, avec l e  mangafort , l e  V ~ X ,  l a  frumine e t  l e  

~ ~ 4 1 . 7 0 3 ,  aucune zone d ' i nh ib i t i on ,  1 ' agent pathogène recouvrant toute 

l a  surface gélosée après 6 jours.  Seul l e  captane en t ra îne  une zone inhi-  

b i t r i c e  de 9 mm autour des disques Whatmann. 

Il  nous p a r a i s s a i t  in té ressan t  de v é r i f i e r  une éventuelle 

act ion du captane t e s t é  à des valeurs  de 0,2 - 0,s e t  1 % ; l e s  zones 

d ' inh ib i t ion  observées sont ,  dans ces 3 cas ,  sensiblement égales à ce l l e s  

obtenues avec l a  dose de 0,1 %. 

C) cunCeU6ion : 
A l 'except ion d'une légère  action du captane, l e s  pro- 

du i t s  fongicides t e s t é s  se sont  avérés ineff icaces  contre l e  P. t racheiphi ,  

Zwn. Certains d ' en t re  eux, t e l s  l a  frumine , l e  captane e t  l e  mangafort , 
présentent  une e f f i c a c i t é  vis-à-vis du PeniciZZium expansum. 
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3 )  Enrobage des semences ; 

a) pocédune expChi.me&de : 
, 

Les graines u t i l i s é e s  sont  des gra ines  de Laitues , cul- 

t i v a r  " ~ u r é l i a  de  lause" . Ces graines sont d'abord désinfectées par  

une so lu t ion  d'hy-pochlorite de calcium ( 4 0 g / l i t r e )  pendant 10 minutes, 

puis  r incées  à l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e  e t  enf in  séchées. 

L'enrobage par  l e s  produi ts  fongicides s ' e f f ec tue  de 

l a  façon suivante : chaque l o t  de graines  e s t  t r a i t é  par l e  fongicide ,par 

ag i ta t ion  dans un flacon bouché jusqu'à adhérence du produit  aux téguments 

des semences. Les doses u t i l i s é e s  correspondent aux doses de 120 e t  200 g 

de produit  par  qu in t a l  de semences. Les produi ts  t e s t é s  ont é t é  l e s  sui-  

vants : benlate ,  captane, V ~ X ,  ~ ~ 4 1 . 7 0 3 ,  mangafort, frumine, tébuzate e t  

m. 

Ces graines ,  a i n s i  que des graines non enrobées (témoin) 

sont disposées dans des tubes à ergo ts ,  en cu l tu re  hydroponique (condi t ions  

décr i t es  pages 69 e t  70).  

Ces cu l tu res  sont contaminées au stade 4 f e u i l l e s  

(8 jours)  par  des suspensions de sporocystes, de zygotes e t  de fragments 

mycéliehs. Des p lan tu les  témoins ne reçoivent pas l ' inoculum. 

Nous avons u t i l i s é  20 p lan tu les  dans chaque t ra i tement  

e t  ef fectué  ces e s s a i s  deux f o i s .  

6) &es&& : 

Nous avons noté l e  pourcentage de plantules  f l é t r i e s  

en fonction des d i f f é r en t s  t ra i t ements ,  e t  observé l e s  e f f e t s  de l ' en ro-  

bage sur  l e  pourcentage de germination des g ra ines ,  e t  sur l ' a s p e c t  des 

p lan tu les .  

Les r é s u l t a t s  f iguren t  dans l e  tableau 24 ci-contre.  

L'examen de ce tableau f a i t  r e s s o r t i r  l ' e f f i c a c i t é  du 

~ ~ 4 1 . 7 0 3  u t i l i s é  aux doses de 120 e t  200 g par  qu in t a l  ; l a  f acu l t é  ger- 

minative des gra ines  demeure i n t ac t e  t and is  que l e s  p lantules  contaminées 

ne présentent  pas de f l é t r i s  sement. 

On note également une act ion du V ~ X ,  moins i q o r t a n t e  

cependant que c e l l e  du ~ ~ 4 1 . 7 0 3 ,  mais l e s  pourcentage de plantes  f l é t r i e s  



n 'a t te ignent  que 20 e t  25 %, a l o r s  que l e s  p lan tu les  contaminées, sans 

trai tement,des gra ines  f l é t r i s s e n t  à 100 $. 

Quant aux produi ts  suivants : mangafort, frumine, 

captane, aux concentrat ions de 120 e t  200 g/q,  on remarque une e f f i c a c i t é  

t r è s  moyenne puisque 60 % des p lan tes  sont f l é t r i e s .  

Par contre ,  l e  benla te  en enrobage à 120 e t  200 g/q 

diminue l e  pouvoir de germination des gra ines  e t  se révè le  ineff icace  

contre l e  P. tracheiphilum 

Le tébuzate e t  l e  TMTD ne f iguren t  pas dans l e  tableau 

des r é s u l t a t s  caz l eu r  phy to tox ic i t é  a t r è s  v i t e  empêché l e  déroulement 

des  contaminations ; en e f f e t ,  l e s  p lantes  é t a i e n t  rabougries e t  é t i o l é e s ,  

nous n'avons pu analyser l e s  r é s u l t a t s  obtenus. 

Notons également qukvec  l e  ~ ~ 4 1 . 7 0 3  aux doses u t i l i s é e s  

le f eu i l l age  e s t  tacheté de brun, ce qui pour ra i t  t r adu i r e  une phytoxicité 

du produit .  

Ces résultats ne sont que p a r t i e l s  cax r é a l i s é s  unique- 

ment en cu l tu re  i n  v i t r o .  I l  s e r a i t  in té ressan t  de v é r i f i e r  l e  caractère  

systémique de ces produits  par  voie  chimique ou biologique,  avant de t e s t e r  

l e u r  e f f i c a c i t é  en champ. 



Q U A T R I E M E  P A R T I E  

INTRODUCTION AUX CHAPITRES 1 ET I I  

A notre connaissance, peu de travaux font  p a r t  d'obser- 

vat ions  histologiques concernant l e  Pythium tracheiphiZwn dans l e s  racines  

de Laitues.  

Seul MATTA ( 1965) remarque, dans l e s  t i s s u s  de rac ines ,  

l e  pa r a s i t e  sous forme d'hyphes mycéliens f l e x i b l e s  dans l e s  vaisseaux 

du xylème e t  observe s a  forme conidienne dans l'épiderme de l a  nervure de 

l a  f e u i l l e .  Ces observations sont r é a l i s é e s  sur des racines e t  des p lan tes  

f e u i l l é e s  contaminées a r t i f i c ie l l ement  . 

Nous nous proposons donc dans c e t t e  quatrième p a r t i e  de 

montrer l a  présence du Chanpignon dans l e s  éléments du t i s s u  conducteur de 

l a  racine ,  e t  de mettre en évidence par des  réact ions  histologiques e t  

cytochimiques quelques réponses des t i s s u s  a t t e i n t s .  



C H A P I T R E  1 

M I S E  EN EVIDENCE DE L 'AGENT PATHOGENE DANS LES TISSUS 

DE LA PLANTE - HOTE 

H près avoir  d é c r i t  l e s  techniques u t i l i s é e s ,  e t  l ' ana-  

tomie d'une r ac ine  sa ine ,  nous exposerons l e s  d i f f é r en t s  r é s u l t a t s  fourn i s  

par l e s  colorat ions  .. 

1. TECHNIQUES . 
.. - 

Nous préciserons quelques aspects des techniques de f ixa-  

t i o n  e t  de co lora t ion ;  ce l l es -c i  font  l ' o b j e t  de descr ip t ions  dé t a i l l é e s  

dans l e s  précis  de microscopie e t  de mycologie de LANGERON (1949). 

1 ) Prélèvement : 

Nous avons prélevé des échant i l lons  de rac ines  de Lai- 

tues âgées de 20 jours environ, contaminées par  voie  n a t u r e l l e  ou a r t i f i c i e l -  

l e ,  a i n s i  que des racines de Laitues sa ines .  

- 
2) Fixation : 

Nous avons eu recours au mélange f i xa t eu r  :formol neutra-  

l i s é  40 %, a l coo l  50°, acide acétique dans l e s  proportions respect ives  

suivantes : 6,5 m l ,  100 m i  e t  3,5 m l .  Ce f i xa t eu r  ou " f ixa teur  de Westbrook" 

assure également l a  conservation du maté r ie l .  



3) Obtention des coupes ; 

Des coupes longitudinales e t  t ransversales  à main levée 

ont é t é  r éa l i s ée s  à p a r t i r  des l o t s  de racines  sa ines  e t  malades. Nous 

avons également eu recours à l a  technique du microtome à paraff ine  mais 

l 'emploi de c e t t e  méthode nous a t r è s  v i t e  posé des problèmes ; en e f f e t ,  

l e  c a l i b r e  important des racines  é tudiées ,  a i n s i  que l a  dissocia t ion des 

t i s s u s  nécrosés provoquent une mauvaise inclus ion.  

L ' u t i l i s a t i o n  du microtome à congélation nous a fourni  

quelques coupes longi tudinales ,  que nous avons colorées e t  observées. 

4) Colorations : 

Nous avons eu recours à d i f f é r e n t s  types de colorat ion 

a f i n  de mettre en évidence l e  Champignon dans l e s  rac ines ,  a i n s i  que pour 

p réc i se r  l e s  aspects anatomiques des racines  sa ines  e t  l e s  modifications 

apportées par l e  pa r a s i t e .  

5 )  Observations : 

El les  ont  é t é  effectuées au microscope U I T Z  ORTHOLUX, 

équipé d'une chambre c l a i r e  e t  d 'un appare i l  automatique de microphotogra- 

phie ORTHOMAT. 

II. ANATOMIE DE LA RACINE SAINE 

Une coupe t ransversale  de rac ine  ( f i gu re  9 )  montre de 

l ' e x t é r i e u r  vers  l ' i n t é r i e u r ,  l a  s t ruc ture  suivante : 

- l ' a s s i s e  périphérique ou a s s i s e  p i l i f è r e  const i tuée  par  une rangée de 
c e l l u l e s  plus ou moins en lambeaux ; 

- une couche de l i ège  d 'épaisseur  var iable  formé de ce l l u l e s  mortes rédui- 
t e s  à l eu r  paro i  const i tuée  de subérine ; ces c e l l u l e s  ont des formes i r r é -  
gu l iè res  e t  se  colorent  en v e r t  s a l e  par l e  mélange carmin aluné-vert 
d '  iode ; 

- un pasenchyme c o r t i c a l  ; 

- un endoderme d i f f i c i l e  à observer. 

L'ensemble de ces t i s s u s  cons t i tue  ce que l ' o n  appelle 

l ' écorce  de l a  racine qui entoure l e  cylindre cen t r a l  (planche II, photo 2 )  ; 

ce lu i -c i  comporte : 



- l e  phloème primaire représenté par  quelques massifs de ce l l u l e s  plus  ou 
moins écrasées ; 

- l e  l i b e r  ou phloème secondaire, une couche assez  épaisse  dont l e s  
c e l l u l e s ~ s o n t  idenxiques e t  régulièrement al ignées selon l e s  rayons. On y 
observe vers l ' e x t é r i e u r  des l a t i c i f è r e s  en réseau,  a r t i c u l é s ,  anastomosés ; 

- l 'as s i s e  génératrice l ibéro-l igneuse ou cambium ; 

- l e  xylème secondaire ou b o i s  comprenant l e s  c e l l u l e s  du parenchyme e t  l e s  
vaisseaux dont l a  paroi  imprégnée de l ignlae s e  colore en v e r t  par l e  v e r t  
d ' iode ; des f i l e s  de ce l l u l e s  à parois  cel lu los iques  colorées en rouge par 
l e  carmin alun6 représentent  l e s  rayons ligneux ; 

- l e  parenchyme médullaire qui occupe l e  centre de l a  coupe. 

Il e s t  à note r  que nous n'observons plus  de xylème p r i -  

maire sur ces coupes. 

I I I .  MISE EN EVIDENCE DE L'AGENT PATHOGENE 

1 )  Méthodes de colorat ions  : 

La recherche du pa ra s i t e  à l ' i n t é r i e u r  des t i s s u s  de 

l ' h ô t e  s ' e f fec tue  à l ' a i d e  de colorat ions  plus  ou moins spécifiques.  Nous 

avons u t i l i s é  l e s  colorat ions  suivantes : 

a )  bleu ca;ton acZZique : 

Le bleu coton C ~ B  de POIRRIER en so lu t ion  aqueuse 0,5 %, 
légèrement acétique colore en b leu  l e s  éléments fongiques, l a  paroi  des 

vaisseaux r e s t a n t  incolore.  

b )  b&u ;trryp;tan 0 , l  % dam l e  &c;tophénol : 

Les hyphes mycéliens sont colorés en bleu.  Les t i s s u s  

de l ' h ô t e  demeurent incolores .  

c )  bleu co;ton-aa~nunine : 

Cette double colorat ion s ' e f f ec tue  de l a  manière su i -  

vante : l e s  coupes sont passées 10 minutes dans une so lu t ion  de bleu coton 

à 0,5 % dans l e  lactophénol ; e l l e s  sont ensui te  lavées  au lactophénol ou 

à l ' a l c o o l  à 70° a f in  d 'é l iminer  l ' excès  de bleu coton, puis  contre-colorées 

pendant 10 minutes dans une so lu t ion  de safranine à 1 % dans l ' e a u  d i s t i l -  

l é e .   près lavage à l ' a l c o o l  à 70°, à go0,  puis  déshydratation par 1 'a lcool  

absolu, l e s  coupes sont é c l a i r c i e s  au xylène, e t  enf in  montées dans l e  



Baume du Canada. Le Champignon se colore en bleu,  a l o r s  que l e s  éléments 

ligneux se colorent  en rouge. 

d )  nouge Magddea - v a t  W è k e  (muhode de DTCKSUN) : 

Les coupes sont t r a i t é e s  pendant 15 minutes par  l e  rouge 

de Magdala à 2 % dans l ' a l c o o l  à 85O, lavées à l ' a l c o o l  à 95' pu i s  colorées 

1  minute par  l e  v e r t  lumière à 2 % dans l 'eugénol.  Après déshydratation à 

l ' a l c o o l  absolu, l e s  coupes sont montées dans l e  Baume du Canada. 

Les t i s s u s  de l ' h ô t e  apparaissent  v e r t ,  l e  mycélium du 

Champignon,rouge.(~i~ures 10 e t  I I ) .  

e )  bhun bhmahch - vioXe.t de méfiyle : 

La colorat ion e s t  l a  suivante : 1 à 2 minutes dans l e  

brun ~ i s & c k  à 2 % dans l ' a l c o o l  à 70°, lavage à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  colo- 

r a t i on  pendant 2 minutes dans l e  v i o l e t  de méthyle en solut ion aqueuse 

sa turée .  

Les hy-phes mycéliens se colorent  en v i o l e t  e t  l e s  parois  

l i g n i f i é e s  en jaune à brun. 

6 )  ;tkionine - v& M è n e  - okange G - éhyAhlLaahe : 

Les coupes sont d'abord t r a i t é e s  pendant 1 heure par  une 

solut ion aqueuse de phénol à 45 % contenant 0 , l  % de thionine.   près r in -  

çage à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  l e s  coupes sont passées dans une solut ion de ve r t  

lumière à 0,5 % dans l ' a l c o o l  à 95' jusqu'à colorat ion ve r t e ,  r incées  à 

l ' e a u  d i s t i l l é e ,  à l ' a l c o o l  95O e t  dans deux bains success i fs  d ' a l coo l  ab- 

solu.  

Les préparations sont colorées par  l e  mélange orange G 

dans l ' a l c o o l  absolu ( 1 p a r t )  - érythrosine à sa tura t ion  dans eugénol ( 2  

p a r t s ) ,  é c l a i r c i e s  au xy lo l  e t  montées au Baume. 

La cut ine  e t  l a  p m o i  des spores s e  colorent  en jaune, l a  

ce l lu lose  en jaune ro sé ,  l e  cytoplasme en ro se ,  l a  l ign ine  en v e r t ,  l a  

lamelle moyenne en rouge, l e s  hy-phes e t  l e s  spores du champignon en v i o l e t .  



F I G U R E  1 0  

A - COUPE TRANSVERSALE DANS UNE RACINE DE LAITUE INFECTEE PAR LE 

PI'THIUM TRACHEIPHILUM 

hyphesrqycéliens (hm) ; inul ine (i) dans l e s  vaisseaux ( v i ,  

désorganisation des c e l l u l e s  du parenchme ligneux. 

rouge de MadaLa, v e r t  lumière'. 

B - COUPE TRANSVERSALE DANS UNE RACINE DE LAITUE INFECTEE PAR LE 

PYTHIUM TRACREIPHILUM 

rouge de Magdala, v e r t  lumière . 



Hyphes myc&liens, inuline dans les vaisseaux 
(Coupe transversale de racine infectée ) 



F I G U R E  1 1  

A - COUPE LONGITUDINALE DANS UNE RACINE DE LAITUE INFECTEE PAR 

LE PYTHIUM TRACHEIPHI~M 

hyphes mycéliens ( h m )  ; inuline ( i)  dans l e s  vaisseaux (vr) 

rouge de Magdala, ver t  lumière. 

B - COUPE LONGITUDINALE DANS UNE RACINE DE LAITUE INFECTEE PAR 

LE PYTHIüM TRACHEIPHILUM 

rouge de Magdala, v e r t  lumière . 



Hyphes myc6liens. inuline dans les vaisseaux 
(Coupe longitudinale de racine infectbe) 

Hyphes mycbliens dans les vaisseaux " q L i ~ 5  LS*. f 
(Coupe longitudinale de racine infectbe ) 



2 )  Résu l ta t s  obtenus : 

Les r é s u l t a t s  des méthodes de colorat ion sont l e s  

suivants  : 

a )  l e s  colorations au bleu coton acétique e t  au bleu lac t ique  ont mis 

en évidence des hyphes mycéliens bleus dans l e s  vaisseaux du bo is ,  l a  

paroi  l i gn i f i é e  des vaisseaux e s t  jaune verdâ t re  (planche11, photo 1 ) ; 

b )  l a  méthode b l eu  coton safranine colore en rougeâtre l e s  éléments li- 

gneux du xylème, l e  Champignon apparaî t  bleu violacé  ; 

c )  1' association rouge Magdala - v e r t  lumière provoque une colorat ion 

rougeâtre du Champignon, l e s  parois  l i g n i f i é e s  apparaissent  jaune rougeâ- 

t r e ,  l e s  parois ce l lu los iques  ve r t e s .  Bien que l e  rouge de Magdala ne 

colore  pas, de façon spécif ique,  l e s  éléments fongiques, c e t t e  méthode 

met en évidence l e s  zones in fec tées  qui  se  colorent  en rougeâtre 

(planche II, photos 3 e t  4 )  ; 

d) l a  colorat ion brun Bismarck - v i o l e t  de méthyle ne permet aucune d i f f é -  

renc ia t ion  en t r e  l e s  t i s s u s  de l a  rac ine  e t  l ' agen t  pathogène ; de plus  

e l l e  dé t ru i t  l ' o rgan isa t ion  des t i s s u s  de l a  rac ine  ; 

e )  l a  méthode th ionine - v e r t  lumière - orange G érythrosine nous a fourn i  

l e s  r é s u l t a t s  suivants  : l e  Champignon apparaî t  v i o l e t ,  l a  paro i  l i g n i f i é e  

des vaisseaux v e r t e  e t  l a  paro i  ce l lu los ique rose .  

Ces coupes permettent de p r éc i s e r  l e  d é t a i l  des manifes- 

t a t i o n s  du pa ra s i t e  : ce lu i -c i  e s t  présent  dans l e s  vaisseaux l igneux ; 

selon l a  g r av i t é  de l ' a t t a q u e ,  l e s  vaisseaux sont  p lus  ou moins envahis 

par  l e  mycélium qui  se l o c a l i s e  sur tout  dans l e s  vaisseaux proches de 

1' as s i s e  générat r ice  libéro-ligneuse . En cas de f o r t e  a t taque,  l e  parenchy- 

me médullaire e s t  profondément désorganisé ; l a  c av i t é  médullaire a i n s i  

formée e s t  colonisée par l e s  hyphes du P y t h i m  tracheiphitwn. 

Dans tous  l e s  cas,  on observe une désorganisation au ni -  

veau des t i s s u s  malades e t  un brunissement in tense  de l a  zone des vaisseaux 

e t  des  ce l lu les  parenchymateuses a t t e i n t e s  ; dans l e s  vaisseaux du bo is  

e t  dans l e s  c e l l u l e s  du l i b e r ,  on remarque l a  présence de substances dont l a  

nature  a é té  i d e n t i f i é e  dans l a  s u i t e  de ce t r a v a i l .  



C H A P I T R E  I I  

M O D I F I C A T I O N S  H I S T O L O G I Q U E S  CHEZ L A  PLANTE-HOTE 

-- 

Dans l e s  racines des l a i t u e s  a t t e i n t e s  par  Pythiwn tra- 

cheiphilwn, nous observons des modifications importantes des t i s s u s  : 

- formation e t  accumulation de substances dans l e s  vaisseaux des racines  
malades ; 

- développement d'un anneau orangé-brunâtre au niveau des vaisseaux e t  
du parenchyme ligneux. 

Les travaux concernant l e s  maladies vascula i res  nous mon- 

t r e n t  que l ' i n f e c t i o n  provoque souvent une réac t ion  de gommose. Les subs- 

tances obstruant l e s  vaisseaux peuvent ê t r e  des pect ines ,  des g e l s ,  des 

gommes, des polysaccharides à haut poids moléculaire. PERESSE (1975) obser- 

ve ce phénomène de gommose dans l e s  rac ines  e t  l e s  t i g e s  d ' o e i l l e t  para- 

s i t é s  - par - l e  PhiaZophora cinerescens ( ~ r )  Van Beyma. Selon DIMOND e t  c o l l .  

( 1949) , de nombreux Champignons produisent des polysaccharides ex t race l -  

l u l a i r e s  qui sont  l i b é r é s  dans l e s  vaisseaux. Des gommes e t  des gels  p lus  

ou moins abondants selon l e s  p lantes  a t t e i n t e s  envahissent l e s  vaisseaux 

e t  l e  parenchyme l igneux (DIMOND, 1964) . 

1. I D E N T I F I C A T I O N  DES SUBSTANCES OBSTRUANT LES VAISSEAUX 

Nous avons donc ,dans un premier temps , u t i l i s é  l e s  métho- 

des de détect ion des gommes dans l e s  racines  malades, a f i n  de v é r i f i e r  s i  



dans l e  cas p a r t i c u l i e r  des racines  de Laitues il pouvait s ' a g i r  de ces 

composés. 

1 )  Méthodes de détect ion des gommes : 

Nous avons remarqué précédemment que l e s  substances obs- 

t ruan t  l e s  vaisseaux sont colorées en v e r t  par  l e  v e r t  lumière,  dans l a  

méthode rouge Magdala - v e r t  lumière. Ces substances sont mises en évidence par 

l e s  méthodes suivantes : 

alirouge de u t h é n i u n  : 

Les coupes, f ixées  à l ' a l c o o l ,  sont t r a i t é e s  pendant 

30 minutes dans une solut ion aqueuse de rouge de ruthénium (JOHAIVSEN, 

1940). 

L'ensemble de l a  coupe se colore en rouge, seule  l a  paro i  

des vaisseaux l i g n i f i é s  n ' e s t  pas rouge. Les substances présentes  dans l e s  

vaisseaux ne se  colorent  pas par  c e t t e  méthode. Ce colorant  souvent consi- 

déré comme spécif ique des matières pect iques ,  met en évidence l a  présence 

de fonctions ac ide  casboxylique que possèdent l a  p lupar t  des substances pec- 

t iques  e t  n ' e s t  de ce f a i t  pas spécifique (CLOWES e t  JUNIPER, 1968). 

b )  hémataxyfine de Pdadield : 
Cette méthode de co lora t ion ,  spécifique des gommes, donne 

l e s  r é s u l t a t s  suivants  : l e s  parois  l i g n i f i é e s  apparaissent  brunâtres , l e  

champignon se colore en v i o l e t ,  e t  l e s  substances obst rant  l e s  vaisseaux 

ne sont  pas colorées (planche III, photo 1 ) .  

c) acide phLadique Sckidd (A.P.S. JENSEN, 7962) : 
Cette réac t ion  permet de ca r ac t é r i s e r  l e s  polysaccharides , 

colorés en rouge par l e  r é a c t i f  de Sch i f f .  

- P r i n c i p - :  l ' a c i d e  périodique, agent oxydant rompt l e s  

l i a i sons  en t re  2 carbones de ce r ta ins  groupes en f a i s a n t  appara î t re  des 

aldéhydes, ces aldéhydes forment en présence de fuchsine basique décolorée 

par l ' a c ide  sulfureux ( r é a c t i f  de S c h i f f ) ,  un produit  de condensation de 

couleur rouge . 
Des coupes de racines  sa ines  e t  malades t r a i t é e s  par  1'A.P .S. fournissent  

l e s  r é s u l t a t s  suivants : 



- l e s  parois  l i g n i f i é e s  des vaisseaux non contaminés sont  t r è s  peu colorées 
pa r  1'A.P.S. , par  contre  c e l l e s  des vaisseaux i n f ec t é s  sont rouge v i f  ; 

- l a  substance présente dans l e s  vaisseaux prend une t e i n t e  rouge t r è s  
in tense  ; 

- l a  co lora t ion  e s t  également importante au niveau de l a  cav i té  médullaire 
dans l e s  cas de f o r t e  a t t aque  (planche III, photo 2 ) .  

d )  2u.t d e  aou.&action d a  compo6& p o l y a a c c h ~ ~ q u u  : 

Des t e s t s  de sous t rac t ion  des composés polysaccharidiques 

ont é t é  effectués  avant l a  colorat ion à l fA.P .S . ,  a f i n  de v é r i f i e r  l a  na ture  

de ces composés. AprGs passage de quelques minutes dans une so lu t ion  de 

soude, l a  co lora t ion  rouge, due à 1 'APS, au niveau des substances p résen tes  

dans l e s  vaisseaux ne subs i s t e  pas ; de même un passage de 12 heures dans 

une so lu t ion  ct ' oxalate  d'ammonium f a i t  d i s p a r a î t r e  l a  colorat ion rouge. 
a 

Les d i f f é r en t e s  réact ions  cytochimiques que nous venons 

de déc r i r e  nous permettent de conclure que : 

- l e s  substances présentes  dans l e s  vaisseaux sont  des substances de nature  
polysaccharidique : A.P.S. p o s i t i f  ; 

- e l l e s  son t  solubles d-s l ' e a u ,  en e f f e t  l e  passage à l ' e a u  de j ave l ,  
fa technique u t i l i s é e  par  l ' u t i l i s a t i o n  du microtome à congélation,  l e s  
t e s t s  de soust ract ions  des composés polysaccharidiques l e s  d issolvent  ; 

- ces  substances ne sont  cependant pas des  gommes : l a  réac t ion  "spécifique" 
e s t  nêgat i ve  , de plus l e  s gomme s sont  insoluble  s en mil ieu aqueux. 

En ou t r e ,  nous avons noté l a  présence de ces substances 

polysaccharidiques également dans l e  l i b e r  e t  sous forme d'amas dans l e  

parenchyme c o r t i c a l  des rac ines  malades ; l e u r  présence e s t  peu fréquente 

dans l e s  racines  sa ines .  

Nous avons a lo r s  émis 1 'hypothèse que ces composés poly- 

saccharidiques pouvaient ê t r e  des c r i s t aux  d ' i nu l i ne  cons t i tuan t  des subs- 

tances  de réserve dans l e s  rac ines  de nombreuses Coqos6es .  Cette hypothèse 

a été v é r i f i é e  par d i f f é r en t e s  méthodes. 

2 )  Carac té r i sa t ion  de l ' i n u l i n e  : 

Cette  substance e s t  soluble  dans l ' e a u .  

E l l e  p r éc ip i t e  sous forme de sphérocr is taux en présence 

d ' a l c o o l  : après passage dans l e  f i xa t eu r  de Westbrook, on observe en 

coupe longi tudinale  e t  t r ansversa le  des c r i s t aux .  



Vus en t r e  n ico l s  c ro i s é s ,  ces c r i s t aux  sont b i ré f r ingen ts  

et  t raversés  par  une c ro ix  noire  ( l i gne  neu t r e ) .  Nous avons en outre  effec-  

tué  l e s  réact ions  cytochimiques suivantes : ____-_ --- - - - 

a )  t t é a d a n  de M o u c h  : 

Les coupes sont placées dans une so lu t ion  alcoolique 

d '  a naphtol à 40 % sur l a  lame porte-obiet ; nous ajoutons une gout te  

d 'acide sulfurique concentré ; nous recouvrons l a  coupe d'une lamelle e t  

chauffons légèrement. L' inuline présente dans l e s  vaisseaux du bo i s ,  dans 

l e s  c e l l u l e s  du l i b e r ,  dans l a  c av i t é  cen t ra le  de l a  moëlle se  colore en 

v i o l e t  foncé (planche III, photo 3 ) .  

Cette r éac t i on  ca rac té r i s t ique  s ' i n t e r p r è t e  a i n s i  : sous 

l ' a c t i o n  de l ' a c i d e  sulfur ique concentré, l ' i n u l i n e  se transforme en dér i -  

vés du f u r f u r a l  ; l a  dégradation se poursuit  e t  conduit à des aldéhydes 

in fé r ieurs .  Ces dér ivés  se condensent avec l e s  phénols ( a  naphtol dans ce 

cas )  e t  donnent des produi ts  colorés  ca r ac t é r i s t i ques  des oses. 

b )  aaLuLLan iodo-iodunée : 

En présence d ' iode,  ces c r i s t aux  ne donnent aucune 

colorat ion.  

-- - - - . - - - 
C )  néaca5on de Gheen (mad,LdkaLLon de lu t r é a d o n  de SZRivanodd) : 

Les coupes sont t r a i t é e s  par  une so lu t ion  alcoolique 

d 'o rc ino l  puis chauffées dans l ' a c i d e  chlorhydrique. La présence d ' inu l ine  

e s t  mise en évidence par  une colorat ion rouge orangé. 

Le mécanisme de l a  réac t ion  e s t  l e  suivant : en présence 

d 'ac ide  chlorhydrique, il s e  forme aux dépens du f ruc to se ,  du 4-hydroxy- 

méthylfurfural  qui  se condense avec l ' o r c i n o l  en donnant un produit  colo- 

ré .  

d )  rréaction à Liqueun de FeUng : -- - -- -- 

Les oses réducteurs par l e u r  fonction pseudoaldéhydiques 

ou pseudocétoniques donnent à chaud un p r éc ip i t é  rouge brique d'oxyde 

cuivreux CuaO en présence de l a  so lu t ion  a l ca l i ne  d'hydroxyde cuivrique 

Cu0 H20. L' inuline ne r é d u i t  pas l a  l iqueur  de Fehling. 



e )  concluion et dincusaion : 

Ces réactions caractéristiques de l'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 après l'infection et se localisent principalement dans les 616- 

ments conducteurs : vaisseaux du bois, éléments du liber, ainsi que dans 

la cavité médullaire alors que pour les tubercules de dahlia et de topi- 

nambour, l'accunrulation se fait dans le parenchyme ligneux ; dans ces vé- 

gétaux l'hydrolyse de l'inuline conduisant au D-fructose et à 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 éléments conducteurs des tissus malades ? 

L'inuline n'est-elle plus transformée par l'inulase ? 

Le Chaqignon agirait-il sur le système enzymatique 

de la plante ? 

I I .  M I S E  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 paxenchyme ligneux autour des vaisseaux envahis. Il en résul- 

te que les parois lignifiées des vaisseaux atteints présentent une couleur 

différente de celle des vaisseaux sains. 

Ce brunissement des vaisseaux et du parenchyme ligneux 

s'observe souvent dans les trachéomycoses et des hypothèses ont été for- 

mulées afin d'expliquer l'origine de ce phénomène. 

- . 
Selon BmG (1964), la coloration des vaisseaux de toma- 

tes infectés par le Verticilliwn serait due à des dérivés phénoliques oxydés 

et polymérisés. De même DAVIS et coll. (1953) attribuent ce brunissement 

à l'oxydation et à la polymérisation des di-hydroxyphénols ; des pigments 

mélanoides se formeraient en raison de l'augmentation des substances 

phénoliques et de 1' activité oxydative . Nous avons effectué des réactions 
plus ou moins spécifiques des composés phénoliques sur les racines saines 

et sur les racines malades. 



1) Réaction au bichromate de potassium à 1 % dans 

l ' e a u  d i s t i l l é e  : 

Cette réac t ion  ca r ac t é r i s e  l e s  tannins .  E l l e  n ' e s t  pas 

spécifique; l e s  polyphénols, l e s  aminophénols, l e s  polyamines, en pos i t i on  

ortho ou para, répondent à ce t e s t .  Nous observons au niveau du cambium e t  

des vaisseaux l igneux e t  l i bé r i ens ,  une colorat ion jaune brunâtre  à brun 

rouge, aussi  b ien  avec l e s  plantes sa ines  qu'avec l e s  p lan tes  malades. 

2 )  Bichromate e t  iodate  de potassium a l c a l i n  en 

so lu t ion  neutre (LISON 1960) : 

Nous avons u t i l i s é  l e s  r é a c t i f s  suivants : 

Résul ta ts  : l e s  coupes sa ines  présentent  une colorat ion jaune c l a i r ,  l e s  

racines  malades par contre  montrent une colorat ion jaune brunâtre à orangé 

au niveau des vaisseaux a t t e i n t s  e t  de 1 ' a s s i s e  générat r ice  l ibéro-l igneuse . 
Ce t e s t  e s t  donc pos i t i f  chez l e s  p lan tes  malades, ce qui  permet de penser que 

la  présence de composés phénoliques e s t  bien une réact ion pathologique de l ' h ô t e  

L 

-------------------------.---------- 

Bichromate de potassium 

Sulfa te  de sodium 

Iodate de potassium 

Formol 

Eau d i s t i l l é e  

3 )  Réaction avec l e  perchlorure de f e r  : 

Le perchlorure de f e r  à 10 % dans l ' e a u  d i s t i l l é e  donne 

une coloration vert-bleu avec l e s  O-diphénols . 

Les coupes malades t r a i t é e s  au perchlorure présentent  une 

coloration brune plus accentuée qu'avec l e s  coupes témoins sa ines ,  ce qui l a i s -  

s e  supposer que l e s  t i s s u s  des rac ines  in fec tées  contiendraient  des a l ca lo ï -  

des phénoliques en plus grande quant i té  que l e s  t i s s u s  s a i n s .  

MULLER ---- 
235 g 

1 g 

10 m l  

90 m l  

REGAUD 

2,5 @; 

20 m l  

80 ml 

L I S O N  
------------<-------------- 

5 g 

10 ml 

90 ml 



4) Discussion e t  conclusion : 

Il  pa ra î t  vraisemblable que l e  brunissement de l a  zone 

proche des vaisseaux in fec tés  s o i t  dû à l 'oxydation de ce r t a in s  polyphé- 

nols .  Cet te  oxydation pourra î t  ê t r e  déclenchée s o i t  à l a  s u i t e  d'une mo- 

d i f i c a t i on  de l ' é q u i l i b r e  acido-basique dans l e s  c e l l u l e s  provoquée par 

l a  présence du pa ra s i t e ,  s o i t  pa r  l ' a c t i o n  des enzymes oxydatives produi- 

t e s  par  l e  pa r a s i t e .  

Dans l e  cadre de recherches fu tures ,  il conviendrait 

d 'é tudier  quali tat ivement e t  su r tou t  quantitativement l ' a c t i o n  du Champignon 

sur l a  dégradation des parois  l i g n i f i é e s  des vaisseaux, a f i n  de mieux com- 

prendre l e s  modifications histologiques t r a d u i t e s  par des réac t ions  d i f fé -  

ren tes  en présence de ce paras i t e .  

III. ACTION DU PYTHIUM TRACHEIPHILUM SUR L A  DEGRADATION DES PAROIS 

L I G N I F I E E S  DES VAISSEAUX 
--a 

L'aspect du b o i s ,  s a  composition chimique sont a f f ec t é s  

par  l e  Pyth iwn  tracheiphiZwn dont l ' a c t i v i t é ,  sans doute enzymatique, s 'exer-  

ce sur l e s  composants des paro i s .  

Nous avons é tud ié  qualitativement 1' act ion de 1 ' agent 

pathogène su r  l a  l i g n i f i c a t i o n  e t  l a  dégradation de l a  l ign ine  dans l e s  

vaisseaux. 

1 )  Méthode des colorat ions  : 

a)  colonaLion d a  complexa L L g n i d i d  : 

Nous avons e f fec tué  l e s  colorat ions  suivantes su r  l e s  

racines sa ines  e t  su r  l e s  racines  malades. 

- réac t ion  ,---,,,,-,,----,,-,-------~------ de Maüle (JOHANSEN 1940) : l e s  coupes sont 

t r a i t é e s  par  une so lu t ion  aqueuse à 1 % de permanganate de potassium, puis  

lavées à l ' e a u  d i s t i l l é e  ; e l l e s  sont  ensu i te  immergées dans l ' a c i d e  chlorhy- 

drique à 25 % jusqu'à décoloration complète des t i s s u s ,  puis  soumises à 

1 ' ammoniaque. 



Les composants l igneux des vaisseaux s e  colorent  en rouge orangé, a lo r s  

qu ' i l s  sont brunâtres  dans l e  cas de vaisseaux in fec tés .  

- ~hloro&luuige _' J O H . A N S E N ~ - ~ $ ~ ~ -  : l e s  coupes sont  passées 

dans l e  phloroglucinol à 1 % dans l ' a l c o o l  95' pendant 5 minutes e t  mon- 

t é e s  dans l e  phloroglucinol addit ionné de quelques gouttes dlHC1. La 

pa.roi des vaisseaux sa ins  e s t  colorée en rouge ce r i s e  a lo r s  que c e l l e  des 

vaisseaux in fec tés  e s t  orange. 

- fg4-pgggrFCF : l e s  coupes sont colorées pendant 

30 minutes par une solut ion aqueuse de Fast  green à 0,1 %. Les vaisseaux 

attaqués présentent  des colorat ions  vert-brun plus  p a e s  que c e l l e s  ob- 

servées su r  l e s  vaisseaux sa ins .  

- - - rouge de méthyle (EHJOS_EN~-~~~+~ : à une so lu t ion  

aqueuse à 0,01 1 de rouge de méthyl, on a jou te  de l a  soude a f i n  de l a  

rendre jaune. T ra i t é s  par  c e t t e  so lu t ion  en présence dlHC1 concentré, l e s  

t i s s u s  l i g n i f i é s  des racines  sa ines  prennent une t e i n t e  rouge, l e s  t i s s u s  

malades se  colorent  en brun orangé. 

b )  cornpohé6 pectiques : 
Le rouge de ruthénium colore en rouge l a  membrane des 

vaisseaux sa ins  e t  du parenchyme l igneux,  l e s  vaisseaux l e s  p lus  a t taqués  

prennent une co lora t ion  j aune orangé . 

c) wnceLLsion et dincusaian : 
Des r é a c t i f s  moins spécif iques ,  a i n s i  que l e  r é a c t i f  de 

Maüle font  apparaî t re  des di f férences  n e t t e s  d ' i n t e n s i t é  de colorat ion des 

vaisseaux a t taqués  ou non. Ces di f fé rences  l a i s s e n t  supposer que l e  para- 

s i t e  a g i t  su r  l a  l ign ine ,  e t  peut ê t r e  auss i  sur l e s  composants pectiques 

de l a  membrane. 

De façon générale,  l e s  colorat ions  plus  c l a i r e s  t radu isen t  

un d é f i c i t  en l i gn ine  des vaisseaux i n f e c t é s ,  r é su l t an t  s o i t  de s a  destruc- 

t i on  par  l e  p a r a s i t e ,  s o i t  de l 'absence de synthèse par l ' h ô t e .  



2 )  Microscopie de fluorescence : 

L'examen de l a  fluorescence na tu r e l l e  ou c e l l e  indu i te  

par  l e s  fluorochromes a é t é  f a i t e  au microscope Reichert  à f luorescence,  

équipé d'une lampe à mercure avec f i l t r e  d ' exc i t a t i on  BG 1212 mm. 

@uanucence iMduA;te OU aecondde : 
Nous avons u t i l i s é  l e  "calcofluor white ST", f luoro- 

chrome, colorant  vital., à l a  concentration de 0,0025 % dans l e  milieu de 

cu l tu re ,  pour l a  mise en évidence de l a  ce l lu lose  e t  des hémicelluloses ; 

nous avons observé une fluorescence bleue t r è s  in tense  au niveau du 

parenchyme c o r t i c a l ,  du l i b e r ,  de l ' a s s i s e  généra t r i ce  libéro-ligneuse 

e t  du contenu de ce r t a in s  vaisseaux du bo i s ,  lorsque l a  coupe e s t  é c l a i r ée  

par  une lumière u l t r a -v io l e t t e  à 350 nm. 

Nous avons e u  recours au b l eu  d ' an i l ine  en so lu t ion  basi -  

que pour l a  recherche de l a  c a l l o se  e t  nous avons observé une fluorescence 

l oca l i s ée  au niveau des vaisseaux du bois .  

Les r é s u l t a t s  fournis pa r  l a  microscopie de fluorescence 

ne nous ont  pas permis d'observer de di f férences  dans l a  composition des 

parois  au niveau des coupes, en t r e  l e s  rac ines  sa ines  e t  l e s  racines  en- 

vahies par  l e  Champignon. 

CONCLUSION 

Les observations his tologiques  nous ont montré que l e  

pa r a s i t e  e s t  présent dans l e s  vaisseaux du bo i s  des racines malades sous 

forme d'hyphes mycéliens. 

Nous avons mis en évidence l a  présence de composés phé- 

noliques au niveau des c e l l u l e s  du parenchyme l igneux,  au niveau des cel lu-  

l e s  de l ' a s s i s e  générat r ice  l ibéro-l igneuse.  

La présence du Champignon dans l e s  t i s s u s  de l ' h ô t e  s ' ac -  

compagne de 1 'accumulation c l '  inu l ine  dans l e s  éléments conducteurs, t i s s u s  

du l i b e r  e t  vaisseaux du bois .  



Dans les cas de forte attaque, 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. 



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  

Pour comprendre l e s  causes e t  l ' évo lu t ion  de l a  mala- 

d i e  du f lé t r issement  de l a  Laitue due au Pythiwn tracheiphilwn, nous 

avons en t r ep r i s  une double expérimentation. 

La première au l abo ra to i r e ,  pour i s o l e r  1 'agent e t ,  

p a r  s a  cu l tu re  i n  v i t r o ,  é tud ie r  l 'ensemble des fac teurs  nu t r i t ionne ls  e t  

physiques qu i  favor i sen t  son développement. 

La seconde, conduite en p le in  champ, é t a i t  des t inée  à 

analyser l e s  causes de l ' i n f e c t i o n  puis l ' évo lu t ion  de l a  maladie sous des 

conditions na tu r e l l e s .  

Dans un premier temps, il a é t é  é t a b l i  que l e  Pythiwn 

fzacheiphiZwn c r o î t  e t  se  mul t ip l i e  abondamment en présence de glucose, 

de f ructose ,  de maltose, tandis  que l e  r ibose  e t  l e  r a f f i nose ,  b ien que 

favorables à l a  formation des sporocystes, ne permettent qu'une croissance 

l imi tée .  L a  reproduction sexuée aboutissant  à l a  formation des zygotes s e  

produi t  quel le  que s o i t  l a  nature des glucides  u t i l i s é s  mais e s t  p lus  

sensible  à l eu r  dose. E l le  ne s e  produit  que pour des taux de carbone com- 

p r i s  en t re  2,8 e t  6 g par  l i t r e ,  tandis  que l a  croissance e t  l a  formation 

des sporocystes sont encore ac t ives  en t r e  2 e t  8 g paz l i t r e .  



De l a  même manière, l a  croissance,  l a  mul t ip l i ca t ion  

végétative e t  l a  reproduction sexuée de Pythiwn tracheip h i  lwn sont dépendan- 

tesde l a  nature de l 'a l iment  azoté. 

A l a  dose de 150 mg par l i t r e ,  l ' a z o t e  du n i t r a t e  de 

potassium, de l ' a l an ine ,  de 1' asparagine convient t r è s  b ien pour ces t r o i s  

étapes e s s e n t i e l l e s  du développement, a l o r s  qu'à l a  même dose, l a  leucine 

inhibe l a  formation des organes sexués. 

Au cours d'expériences por tant  sur  l e s  e f f e t s  des 

d i f fé ren tes  doses d 'azote,  nous avons remarqué que ce t  organisme exige 

pour former s e s  zygotes des quan t i t és  d 'azote p lus  élevées que pour c r o i t r e  

e t  former ses sporocystes. 

I l  en r é s u l t e  que l e s  rapports carbone/azote compris 

en t r e  17 e t  34 permettent une bonne formation des zygotes. Au-delà de 

ces valeurs ,  on peut avoir croissance e t  même une abondante formation de 

sporocystes a l o r s  que l e s  zygotes ne-se  forment p lus .  

Comme pour de nombreuses au t res  g r th iacées ,  1 ' apport 

de s t é r o l  exogène e s t  indispensable l o r s  de l a  formation des oocystes e t  

des spermatocystes ; ceux-ci sont p rodui t s  su r  des milieux à base de f a r i ne  

d'avoine non f i l t r é e  e t  s u r  milieux synthétiques complémentés par des s té -  

r o l s .  Nous avons montré que l e  cho les té ro l ,  l e  B-s i tos térol ,  l e  7-déhydro- 

choles térol ,  l e  palmitate de cho les té ro l  induisent  l a  reproduction sexuée 

du Pythiwn tracheiphilwn ; par contre l ' e r g o s t é r o l  e s t  i ne f f i c ace .  Nous 

avons mis en évidence l ' i n f l uence  de composés de nature vraisemblablement 

s té ro l ique  présen ts  dans l e s  t i s s u s  de Laitue,  sur l a  formation des zygo- 

t e s  du Chanpignon. 

En ce qui  concerne l e s  fac teurs  physiques, des tempé- 

r a tu r e s  comprises entre  10 e t  1 8 O c  favor i sen t  à l a  f o i s  l a  croissance,  l a  

mul t ip l icat ion e t  l a  reproduction sexuée. Py-thiwn tracheiphilwn f a i t  p a r t i e  

des photoindif férents  pour lesquels  l a  lumière n 'exerce aucun e f f e t  sur l a  

reproduction sexuée. 



Nous avons ensu i te  por té  une a t t en t i on  pa r t i cu l i è r e  

à l a  germination des sporocystes e t  des zygotes é t an t  donné l e  r ô l e  qu ' i l s  

peuvent jouer dans l e  déclenchement du processus in fec t ieux .  

L a  germination des sporocystes a l i e u  t r è s  aisément 

sur  l e s  d i f f é r en t s  milieux de cu l tu re  par  émission de 1 à 5 tubes qycéliens 

par  sporocyste. Mais curieusement, nous n'avons jamais observé dans nos 

cul tures  l e s  planoconidies déc r i t e s  par MATTA à p a r t i r  de rac ines  de 

Laitues. , 

Des températures comprises en t re  1 8 O c  e t  2 4 ' ~ ~  des 

pH en t re  5,5 e t  7 3 ,  un préséjour dans 1 'eau de 36 heures sont des condi- 

t ions  optimales pour l a  germination des sporocystes. 

Enfin,  l e  pouvoir germinatif des sporocystes e s t  consi- 

dérablement r édu i t  s i  ceux-ci proviennent de cul tures  ^âgées de p lus  de 

4 mois. Ces r é s u l t a t s  conduisent donc à penser que l e  r ô l e  des sporocystes 

e s t  f a i b l e  dans l a  conservation de l a  maladie d'une année à l ' a u t r e ,  tandis 

qu ' i l s  aura ien t  l a  p o s s i b i l i t é  de jouer un rô l e  important au cours des 

semis répé tés  sur un même champ, l a  même année. 

Le r ô l e  primordial des zygotes dans l a  conservation de 

l a  maladie d'une année à 1' autre  méritait  une étude approfondie des fac teurs  

déclenchant l e u r  germination. Ceux produi ts  par l e  P y t h i w n  tracheiphilwn 

n'échappent pas au phénomène de dormance d é c r i t  par  de nombreux auteurs.  

Pour ob ten i r  l a  levée de ce t t e  dormance, nous avons appliqué l e s  procédés 

classiques d é c r i t s  notamment pa r  SUSSMANN ( 1965) , e t  u t i l i s é  de multiples 

conditions de milieux,de températures.  alg gré nos e f f o r t s ,  aucun r é su l t a t  

p o s i t i f  n ' a é t é  obtenu sur  ce po in t ,  perdant a in s i  l a  p o s s i b i l i t é  de 

comprendre l e s  conditions de germination de ces spores dans l e  s o l .  

Au cours de nos e s sa i s  en p le in  champ, par l a  mise 

au point  d'une méthode expérimentale précédemment t e s t é e  avec succès sur 

des cu l tu res  axéniques de Lai tues ,  nous avons pu reproduire l e s  symptômes 

de l a  maladie e t  cerner l e s  principaux fac teurs  de son évolution.  

Ainsi ,  il apparaî t  que l a  plante e s t  t r è s  sensible  du- 

r an t  l e s  jeunes s tades  de son développement mais l a  fonte  de semis qui en 



résu l te  passe inaperçue au sein d '  une population considérable de jeunes 

Laitues dont l a  plupart  seront éliminées au cours des opérations de sar- 

clage. La for te  humidité du so l ,  qu 'e l le  r é su l t e  de pluies orageuses 

d 'é té  ou d'arrosages excessifs ,  e s t  l e  facteur  primordial de l a  réuss i te  

de l ' i n fe s t a t ion .  

Pour des contaminations plus tardives,  vers l e  

28èm jour, ou dans des conditions moins favorables au développement de l a  

maladie, l e  P. tracheiphi Zwn s ' i n s t a l l e  dans l e s  vais seaux du bois comme 

nous l e  démontrons au cours de l a  dernière p a r t i e ,  e t  y détermine une 

trachéowcose plus ou moins grave. Le flétrissement de l a  Laitue, surve- 

nant 3 ou 4 jours avant l a  récol te ,  marque l'achèvement du processus 

d'obstruction des vaisseaux conducteurs. 

S i  l 'obturat ion n ' e s t  pas complète, l a  maladie passe 

inaperçue, mais l e s  racines a t te in tes  présentent des nécroses des zones 

conductrices. Les zygotes qui s 'y formeront maintiendront l a  maladie pour 

l e s  années futures .  

Enfin, quelle que s o i t  l a  nature de 1' inoculum dans 

l e  so l ,  siphons q c é l i e n s ,  sporocystes ou zygotes, l a  décontamination 

des t e r r e s  par l e  bromure de méthyl permet d 'obtenir une culture de Lai- 

tue aux racines remarquablement saines.  L 1  application de produits a c t i f  s 

contre l e s  Pythiwn mais moins onéraux que l e  fongicide essayé ci-dessus 

devrait  permettre de réduire  l e  potent iel  infectieux des so l s .  
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P L A N C H E  1 

PYTHIUM TRACHEIPHILUM M4TTA 

5 : Fragments mycéliens, sporocystes et zygotes : culture sur 

milieu gélose. 

1 cm représente 151 Fime 

2 : Figures de germination des sporocystes. 

1 cm représente 15 um 

3 : Reproduction sexuée : Phénomène de cystogamie. 

1 cm représente 10 Pm 

4 : Reproduction sexuée : Phénomène de cystogamie. 

1 cm représente 8 Pm 





P L A N C H E  II 

SYMPTOMES HISTOLOGIQUES DE LA TRACHEOMYCOSE DE 

LA L A I T U E  

Coupe transversale dans une racine de Laitue infectée par P. tra- 
cheiphilwn Matta. 
Observer, dans l e s  vaisseaux, l e s  sections d'hyphes mycéliens 
e t  l'accumulation d ' inul ine.  

1 cm représente 20 , Fim 

Coupe t rwsver sa le  dans une racine saine de Laitue.  

1 cm représente 25 Pm 

Coupe transversale dans une racine infectée par P. trache-iphi- 
Zwn Matta. 
Observer l e s  cr is taux d ' inul ine dans l e s  vaisseaux du bois .  

1 cm représente 20 Pm 

4 : Coupe longitudinale de racine infectée par P. tracheiphilwn 
Matta. 
Observer l e s  hyphes mycéliens e t  l e s  cristaux d ' inul ine dans 
l e s  vaisseaux. 

1 cm représente 25 Pm 






