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INTRODUCTION

La poﬁme de terre, plante originaire d'Amérique du sud, a une
importance considérable ; sa culture est pratiquée dans le monde entier
mais s'étend principalement dans les régions tempérées de 1'hémisphére
nord et plus spécialement en Europe continentale et en U.R.S.S. (BURTON,
1966) .

Cependant, la pomme de terre est fréquemment 1l'objet d'attaques
de natures diverses et de nombreuses maladies peuvent affeeter la produc-
tion et la conservation des tubercules. Parmi les maladies d'origine cryp-
togamique survenant en conservation la gangréne, qui se manifeste par une
nécrose des tubercules, est devenue ces derniéres années l'une des plus
préoccupantes du point de vue &conomique, alors qu'auparavant elle ne

posait aucun probléme majeur.

Connue en Ecosse depuis 1936 cette maladie, encore nommée le
Phoma de la pomme de terre, est répandue dans la plupart des pays produc4
teurs. Son extension a coincidé avec le développement de la mécanisation
et la généralisation de la conservation 3 basse température, préconisée
pour freiner 1'évolution physiologique des tubercules et ainsi ralentir

leur vieillissement.



Au début de notre travail, qui a &té& limit€ & certains aspects
de la gangréne, nous avons voulu faire ls synthése des données bibliogra-
phiques portant sur la contamination des jeunes tubercules et sur les fac-

teurs conditionnant l'évolution de la maladie,

A partir de ces informations, nous avons cherché & analyser, en
champ et en laboratoire, les rapports hdte~parasite dans la plante feuillée
et le tubercule. Nous nous sommes attachée particuliérement au caractére
systémique de l'infection, ainsi qu'd 1'étude de certains facteurs sus-

ceptibles de modifier ces rapports.

Enfin, nous sommes parvenue & mettre en évidence dans les fil~
trats de culture du Phoma de la pomme de terre (Phoma exigua Desm. variété
foveagta) 1l'existence de composés toxiques, capables d'induire un début de

nécrose dans les tubercules et permettant d'en expliquer partiellement le

déterminisme biochimique. - -



PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Les tubercules conservés & basse température constituent un mi-
lieu favorable au développement de la gangréne ; cependant, la croissance
des champignons responsables de cette maladie est tr@s lente dans ces con-

ditions de température et les nécroses n'apparaissent que tardivement.

La contamination des tubercules peut &tre latente ; son &volu-
tion ultérieure en nécrose dépend d'un ensemble de facteurs appartenant a
la fois aux conditions de culture et de conservation des tubercules. Si le
rdle de certains de ces facteurs est bien connu, pour d'autres il n'en est

pas de méme et leur importance reste mal d&finie.

Avant d'analyser les modes de propagation de cette maladie et
les interprétations qui en ont été données, il est nécessaire d'en présen-
ter les agents et les symptdmes.

I. LA GANGRENE : AGENTS ET SYMPTOMES

A - LES AGENTS DE LA GANGRENE

La gangréne de la pomme de terre est due & deux champignons

appartenant & la classe des champignons imparfaits.



- Phoma exigua Desm. var. exigua
synonymes : Phoma solanicola Prillieux et Delacroix
Phoma tuberosa Melhus, Rosenbaum et Schultz
- Phoma exigua Desm. var. foveata (Foister) Boeremsa

synonymes : Phoma solanicola f. foveata (Foister) Malcomson
Phoma exigua Desm. f. sp. foveata (Foister)
Malcomson et Gray.

Ces deux espSces ont des pycnides globuleuses, de couleur
sombre, s'ouvrant par un ostiole arrondi, ce qui margque leur appartenance,
dans 1'ordre des Sphaeropsidales, & la famille des Sphaerioidacées. Grace
8 leurs-spores petites, unicellulaires et hyalines, ce sont des Hyalosporées

du genre Phoma.

€es Phoma provoquent les mémes symptdmes sur les tiges et sur
les tubercules de pomme de terre ; de plus, leur morphologie ne permet pas
de les distinguer, ce qui explique qu'une certaine confusion ait longtemps -

subsisté dans leur nomenclature.

- Cependant, leurs caractéres»gulturaux, physiologiques et bio-
chimiques permettent de les identifier em culture pure ; cette distinction
n'a pas seulement une importance systémetique, la variété foveata ayant un

pouvoir pathogéne trés supérieur & celui de la vari&té exigua.

1) Synthése des nomenclatures utilisées

Le premier Phoma responsable d'une pourriture de tubercules de

pomme de terre fut décrit en 1916 sous le nom de Phoma tuberosa Melhus ,
Rosenbaum et Schultz , d'abord en Amérique du Nord puis dans différents pays
d'Europe.

Plus tard, en 1940, FOISTER publia la diagnose de Phoma foveata
Foister nv.sp., agent de la gangréne de la pomme de terre, maladie présente
en Ecosse depuis 1936 (ALCOCK et FOISTER, 1936). Cette espéce se distinguait

de la premiére par sa production de pigments brun-jaunes.

MALCOMSON (1958a), BOEREMA et VAN KESTEREN (1962) montrérent
que , par leur morphologie et les symptdmes qu'ils provoquaient , ces Phoma
parasites des tubercules appartenaient 8 l'espéce plus ancienne Phoma solani-

cola Prill. et Del., précédemment observée sur les tiges par PRILLIEUX et
DELACROIX (1890).



La production de pigments par Phomg foyeata Foister ne constituait pas, &
cause de sa variabilité, un critére suffisant du point de vue taxonomique ;
par conséquent ce parasite dévait €tre considéré comme une forme de

Phoma solanicola Prill. et Del.

Ultérieurement, MAAS (1965) démontra que les deux types de
Phoma solanicola Prill. et Del. correspondaient & la description de 1l'espéce
plus ancienne Phoma exigua Desm. (DESMAZIERES, 1847), champignon du sol,

parasite faible de nombreuses plantes herbacées.

A la suite des travaux de MAAS (1965) et de TODD (1963) mettant
en évidence la différence de pouvoir pathogéne entre les souches productri-
ces ou non productrices de pigments, BOEREMA (1967) estima qu'il fallait
considérer les Phoma responsables de la gangréne comme deux variétés distinc-
tes de Phoma exigua Desm. D'oli leurs noms actuels :

- Phoma exigua Desm. var. extgua pour les .souches peu pathogénes, dépourvues
de pigments ;

- Phoma exigua Desm. var. foveata (Foister) Boerema pour les souches forte-
ment pathogénes et productrices de pigments.

Généralement, on les désigne sans mentionner les noms 4'‘'auteurs

ou en abréviation :

- Phoma exigua var. exigua ou P. e. var. exigua
Phoma exigua var. foveata ou P. e. var. foveata

C'est la nomenclature la plus courante bien que certains auteurs
contestent le terme de variété et lui préférent celui de "formae specialis"
(MALCOMSON et GRAY, 1968a). '

- Des auteurs russes, enfin, ont proposé 4d'appeler le Phoma
de la pomme de terre Phoma extgua ver. solanicola, dont la forme parfaite
serait Ophiobolus porphyrogonus (Tode) Sacc. ; la description qu'ils en
donnent pourrait correspondre & la variété la moins pathogéne Phoma exigua
var. exigua (TOPKOVA et KOVALEVA,1973 ; BOEREMA,1976).



Tableau ! : Différences canactérnistiques entrne Les Phoma exigua Desm.
parasitant La pomme de terre.

Caractére

Phoma exigua Desm. var.
extigua

Phoma exigua Desm. var.

| foveata (Foister) Boerema

Caractéres culturaux

mycélium cotonneux blanec
devenant gris

pas de pigments

a - Ul . N
croissance irréguliere

° - vd
coloniles 8 bords créne-
1és ou lobés

mycélium ras blanc deve-
nant brun olive

pigments jaunes
croissance réguliére

colonies zonées

Température optimale
de croissance

2koc 3 26°C

20°C & 22°C

Caractéres biochimi-
ques

production de 1l'anti-
biotique E qui se dé-
compose en milieu basi-
que en pigment a (bleu
vert) puis B (rouge)

réactions lentes

production de pigments
anthraquinoniques

- jaunes en milieu acide

- rouge en milieu basi~-
que
réacticns immédiates

Pouvoir pathogé€ne

faible

fort

Habitat

nombreuses plantes
herbacées

pomme de terre

»

s
«

Cette synthise n'est pas spécifique de Phoma exigua var. exigua

60 % des souches de Phoma exigua var. foveata Le produisent ainsi
que d'autres variétés de Phoma exigua Desm.
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2) Etude comparée de Phoma exigua var. exigua et Phoma exigua
var. foveata

Des &tudes comparatives des espéces de Phoma associées 3 la gan-

gréne de la pomme de terre ont déjd €té développées par différents auteurs ;
nous retiendrons d'une part ce qui a trait aux caractéres morphologiques

et au pouvoir pathogéne des variétés exigua et foveata , d'autre part

ce qui concerne les différences culturales et biochimiques sur lesquelles

repose leur identification en culture pure. (Tableau 1).

a) difgérences monphologiques

En pratique, il n'est pas possible de différencier les deux
variétés exigua et foveata par la morphologie des pycnides et des pyc~-
niospores. Elles produisent toutes deux des pycnides globuleuses 3 sphé-
riques, brunes ou noires, & paroi fine de taille et de forme trés varia-
bles. les pycniospores, émises dans un exsudat blanchBtre, sont ovoides,
hyalines,généralement unicellulaires (LOGAN et KHAN, 1969 ; DORENBOSCH,
1970).

Seul KRANZ (1962) considére que ces deux Phoma différent par
la nature de la paroi des pycnides. Toutefois, ce critére.trop dépendant
du substrat de culture et des conditions de croissance, s'avére insuffi-

sant.

b) differences culturales

- De tous les milieux testés, le milieu gélosé & 2 % d'extrait
de malt et 3 pH = 4,5 est celui qui permet la meilleure différenciation
des deux Phoma, les cultures €tant réaslis€es & 20°C et & 1'obscurité
(LOGAN et KHAN, 1969). Cette température correspond & 1'optimum de crois-
sance linéaire de Phoma extigua var. foveata qui se situe entre 20°C et
22°C, alors que l'optimum de Phomg exigua ver. exigua est compris entre
2k°C et 26°C. | |

Dans ces conditions, Phoma exigua var. foveata produit les
premiers jours un mycélium blanc et ras. Au centre de la colonie appa-
ralt une coloration jaune pale qui s'intensifie et s'assombrit au fur et
4 mesure que la culture vieillit. Cette pigmentation, due & la synthése
de dérivés anthraquinoniques, finit par donmner au mycélium une teinte

brun-olive, diffusant dans la gélose. Dans les cultures dgées ces pigments



eristallisent sous forme d'aiguilles jaunes (BOEREMA et HOWELER, 1967).
La croissance du champignon est trés réguliére. D'autre part peu de pycni-
des sont formées & l'obscurité ; les &tudes réalisées ne mentionnent pas

le comportement du champignon & la lumiére.

Dans les mémes conditions, Phoma exigua var. exigua forme un
mycélium blanc devenant rapidement gris dont les hyphes aériens sont assez
denses. La croissance étant irrégulicre, les bords de la colonie sont
crénelés ou lobés, caractére typique de ce champignon. Par ailleurs, il
n'y a aucune synthése de pigments. Les pycnides, sont rares & l'obscurité
et au contraire trés abondantes & la lumisre (DCRENBOSCH, 1970).

c) diggerences biochimiques

Seul Phoma exigua ver. foveata synthétise des pigments jaunes
diffusibles ; les souches issues de la variété exigua sont toujours dépour-
vues de pigments, par contre elles produisent une substance dite "E" pos-

sédant des propriétés antibiotiques.

~les pigments de Phoma exigua foveata : BICK et RHEE (1966}
qui ont isolé ces pigments et établi leur structure chimique, ont montré
qu'il s'agissait de d8érivés anthraquinoniques, principalement la pachy-

basine, le chrysophanol, l'émodine et la phomarine.

Ces composés ont précédemment &té isolés de plantes supérieures et de quel-
ques champignons, mais ,jusqu'é présent Phoma exigua ver. foveata est le
seul Phoma et le seul parasite de la pomme de terre qui les produise.

C'est pourquoi, la présence et les propriétés de ces pigments sont utili-

sées dans les méthodes de détection et d'identification de la gangréne.

les dérivés anthraquinoniques, jaunes en milieu acide, virent au rouge

en milieu basique. Le test & 1l'ammoniague mis au point par LOGAN et

KHAN (1969) utilise cette propriété pour déceler de trés petites quantités
de pigments dans les souches jeunes ou peu colorées, permettant ainsi une
identification rapide de Phoma exigua var. foveata isolé de tiges ou de

tubercules.

Utilisant la méme propriété, la technique de chromatographie en couche
mince, mise au point par MOOSCE et MOOI (19TL4) permet la détection des
tubercules atteints de gangréne en mettant en &vidence la présence des

pigments de Phoma exigua var. foveata dans des extraits de tissus nécrosés.



La eristallisation des dérivés anthraquinoniques observée dans les cultures
8gées, peut &tre accélérée par l'addition de méthylthiophanate au milieu de
culture (TICHELAAR, 197L4) ; l'emploi d'un tel milieu permettrait d'iso-
ler Phoma exigua var. foveata de sols contaminés et de le distinguer du

reste de la mycoflore du sol (BOEREMA, 1976).

-la substance antibiotique "E" : cette substance produite par

Phoma exigua var. exigua a €té nommée "E" initiale d'exigua ; elle est inco-
lore, soluble dans l'eau et ,dans certaines conditions, s'oxyde en pigments
apuis B (BOEREMA et HOWELER, 1967).

Cette réaction peut &tre démontrée en ajoutant de la soude 3 une culture de
Phoma exigua var. exigua ; dans les minutes qui suivent le mycélium et la
gélose virent au bleu-vert, couleur du pigment o en conditions alcalines
puis au rouge couleur du pigment B. Cette réaction est utilisée pour iden-

tifier Phoma exigua var. exigua en culture pure.

Cette synthése toutefois n'est pas spécifique de la variété exdgua puisque
60 % des souches de la variété foveata et d'autres variétés de Phoma exi-~

gua Desm. produisent également ce composé.

Sur des souches de Phoma exigua var. foveaqta ne produisant pas cet antibio-
tigue, l'addition de soude provoque un virage immédiat au rouge 4i 2 ls

réaction des pigments anthraquinoniques.

La démonstration des propriétés antibiotiques de la substance "E" a &té

faite par LOGAN et O'NEIL (1970) sur certaines bactéries et deux champi-
gnons . Fusarium caeruleum et Phytophtora infestans ; selon ces auteurs,
la production de cet antibioctique pourrait jouer un rdle dans la coloni-

sation du substrat qu'est le tubercule de pomme de terre.

d) difgérences de pouvoin pathogéne

Inoculés & des tissus blessés de tiges ou de tubercules,
Phoma exigua var. exigua et Phoma exigua var. foveata se montrent patho-
génes ; cependant, le second provoque sur les tubercules blessés des né-

croses plus étendues et plus profondes.

La différence de pouvoir pathogéne apparait principalement
dans les essais de contamination de tubercules non blessés. Dans ces con-

ditions, Phoma exigua var. gxiguaAest rarement capable d'induire la maladie,



tandis que Phoma exigua var. foveata, pénétrant par les yeux et les lenti-
celles, infecte tous les tubercules testés (LOGAN et KHAN, 1969 ; MALCOMSON,
-1958b ; DENNIS, 1946 ; TODD et ADAM, 1967 ; BOEREMA, 1967).

Le pouvoir pathogéne de Phoma exigua var. foveata est donc su-
périeur & celui de Phoma exigua var. exigua, ce que confirment les résul-

tats des isolements réalisés sur les tubercules naturellement contaminés.

Enfin, dans la vari&té foveata, les souches capables de syn-
thétiser l'antibiotique "E", caractéristique des isolements de Phoma exigua
ver. exigua, se montrent, d'apr&s LOGAN et WOODWARD (1971), légérement
plus pathogénes que les autres. Mais les différences se situent surtout

au niveau de 1l'aspect des 1ésions produites.

L'extension de la gangréne ainsi que son impact &conomique
sont diis & la variété foveata de l'espéce Phoma exigua Desm. ., Etant données
les similitudes existant entre les deux variétés exigua et foveata, cer-
tains auteurs considérent cette derniére comme le résultat d'une adapta-

tion particuliére & un hote, ici la pomme de terre.

B - LES SYMPTOMES

1) Les sympt3mes sur tiges
A la mort du feuillage naturelle aprés le senescence des
plantes ou provoquée par défanage mécanique ou chimique , des macules

blanchétres apparaissent 3 la base des tiges (TODD et ADAM, 1967).

L'observation microscopique des macules montre un myc€lium
hyalin, sbondant, ramifi& entre des cellules mortes et vides (PRILLIEUX
et DELACROIX, 1890).

Les deux variétés exigua et foveata forment des pycnides sur

les tiges mais la seconde est beaucoup plus fréquente.

En mettant en culture des fragments de tiges vertes sur milieu
nutritif, TODD et ADAM (1967) et KHAN et LOGAN (1968) ont montré que les



10

plantes pouvaient &tre parasitées sans symptdmes apparents et sans que leur

croissance en soit altérée, bien avant que n'apparaissent les pycnides.

2) Les symptOmes sur tubercules

Sur tubercules, les signes de la maladie varient considérable-
ment en fonction des variétés de porme de terre, du stade de 1l'infection

et du Phoma responsable.

a) Les sympidmes externes

Extérieurement, la gangréne se manifeste d'abord par une peti-
te dépression de la peau apparaissant en n'importe quel endroit du tuber-
cule. Celle-ci, s'€tend ensuite pour donner le symptdme bien connu dit

"en coup de pouce".

A un stade avancé de la maladie, une grande partie du tuber-
cule est atteinte et la peau peut se plisser indiquant un effondrement
du tissu internme. Ce stade peut, & premiére vue, &tre confondu avec la
fusariose mais il n'y a ni les rides concentriques, ni les coussinets

mycéliens caractéristiques des attaques de Fusarium .caeruleum Lib.

En réalité, les symptOmes ne sont pas toujours aussi nets,
notamment lorsque différents champignons sont impliqués dans la pourri-
ture du tubercule (ALCOCK et FOISTER, 1936 ;JOUAN et Coll.,1974). Dans
le cas particulier d'une nécrose résultant de l'association de Fusarium
caeruleum Lib. et de Phoma exigua var. foveata, ce sont les symptlmes
de la fusariose qui dominent & basse température ; par contre, les
symptomes de la gangréne seront les plus marqués si les tubercules msn-
quent de maturité, ce qui peut arriver d la suite de défanages ou d'arra-
chages trop précoces (PETT et EFFMERT, 1972 ; BOYD et LOGAN, 1967).

L'importance de la lésion externe n'est pas nécessairement le
reflet de celle de la 18sion interne : une petite dépression de la pesu
peut cacher une nécrose profonde et é&tendue, et inversement une grande
surface du tubercule €tre atteinte et la lésion rester superficielle ;.
c'est le symptdme nommé "skin necrosis" (mentionné dans un feuillet 4'in-
formation agricole britannigue : advisory leaflet n® Si5). Cette forme
particuliére surviendrait chez les tubercules provenant de sols acides
et stockés & basse température (MALCOMSON et GRAY,1968b).
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b) Les sympiomes internes

L'infection se manifeste d'abord par un léger bruniésement
des tissus, puis,g¢eux-ci commencant & se dessécher;ie brunissement
s'accentue et de petites cavités peuvent se former au coeur des parties
malades. L'observation microscopique révéle, dans les tissus atteints,
la présence d'un mycélium septé, restant le plus souvent intercellulai-
re (ALCOCK et FOISTER, 1936).

La progression du champignon provogue une pourriture séche,
brune et granuleuse. Les cellules sont presqu'entiérement détruites a
1l'exception des grains d'amidon. Dans les parties gangrénées apparaissent
de grandes cavités tapiss€es de mycélium gris-blanc, dans lesquelles on
décéle pa.rfoi's la présence de pycnides. Bien que les contours de la né-
crose soient irréguliers, la limite entre les tissus sains et malades
reste nette (JOUAN et Coll.,19TL4). De fins hyphes hyalins peuvent &tre
détectés dans la zone immédiatement adjacente & la partie nécros@e,

qui ne présente pas de symptSmes visibles (WILSON et FOX, 1975).

D'aprés les travaux de LOGAN et WOODWARD (1971), 1=
diversité des symiptames de la gangréne pourrait ws'expliquer par 1'existen-
ce des deux formes de Phoma exigua var. foveata, productrices ou non de
l'antibiotique "E" ; les souches ne synthétisant pas de composé donnent
des lésions irréguliéres, comportant de grandes cavités ; les autres
souches provoquent des nécroses brun-foncé, de texture humide et de con-
tour assez régulier. Les pourritures dues 3 Phoma exigua var. exrigua

sont du second type mais moins &tendues.
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IT. LA CONTAMINATION DES TUBERCULES

Dans le cas de la gangréne, les chercheurs se sont attach8s
avant tout & résoudre le probléme pratique posé par la nécrose des tuber-
cules bien plus qu'd connaltre le mécanisme de la maladie. Leur but était
de réduire 1'incidence de la gangréne en diminuant la contamination des
tubercules et en &vitant l'apparition des nécroses. Dés lors, il leur impor-
tait moins de savoir comment se faisait la transmission de l'agent pathogéne
que d'en connaltre l'origine,Leurs travaux se sont donc orientés vers la
recherche des source d'inoculum et des facteurs déterminaent le taux de cet
inoculum plutdt que vers la compréhension du mécanisme infectieux. Il en
a €té de méme pour le phénoméne de la nécrose : si les conditions d'appa-
rition des nécroses ont été beaucoup étudides, le processus nécrotique

reste totalement inconnu.

Dans un premier temps, nous analyserons les différentes sources
d'inoculum telles que les ont envisagées les auteurs ayant travaillé sur

la gangréne de la pomme de terre et les facteurs déterminant cet inoculum.

A - L'ORIGINE DE L'INOCULUM

Les chercheurs britanniques ont depuis longtemps essayé d'éta-
blir le rdle que pouvait jouer le sol dans la contamination. Cependant, le
sol n'est pas la seule source d'inoculum & prendre en considération et 1l'in-
fection des tubercules peut avoir d'autres origines dont 1'importance
réelle n'est pas toujours clairément démontrée, le plant, les fanes et les

plantes hotes intermédiaires.

1) Le_sol

Des méthodes simples permettent d'isoler les champignons sa-
prophytes du sol ; c'est le cas de Phoma exigua ver. exigua qui peut &€tre
mis en évidence par la méthode classique des dilutions de terre. Par con-
tre, l'isolement de Phoma exigua var. foveata requiert des technigues plus

élaborées.



13

Les méthodes d'isolement de Phoma exigua ver. foveata reposent
sur 1l'inoculation de sol dans des tubercules sains. En régle générale, ce
sont des variantes de'la technique mise au point par MAC KEE et BOYD
(1952) pour la détection de Fusariwm solani var. caeruleum Sacc. Le primci-
pe en est le suivant : les sols & tester sont inoculés 3 des tubercules
entiers ou des fragments de tubercules désinfectés et blessés. Aprés 6 &

8 semaines d'incubation entre 5°C et 10°C, des isolements sont réalisés
sur les tubercules présentant des lésions gangréneuses. les modifications
apportées par MALCOMSON et GRAY (1968b) ou KHAN et LOGAN (1968) concernent
les modalités de blessure et de désinfection. Ce procédé présente l'incon-
vénient d'€tre particuliérement long, mais HIDE, GRIFFITH et ADAMS (1977)
ont montré qu'un prétraitement des fragments de tubercules tests avec un
mélange d'Agrimycine et d'isopropylphényl cerbamate permettait de ré&duire
le temps d'incubation & 2 ou 3 semaines. Des milieux d'isolement sélectif
de Phoma exigua var. foveata ont €t€ mis au point assez récemment par
TICHELAAR (197L), BANNON (1975), MAC CRACKEN et LOGAN (1977T).

Ies techniques employées dans ces nouvelles méthodes sont assez
voisines mais différent par les moyens de détermination de l'agent patho-
g8ne. Il serait trop long de les exposer ici en détails mais elles permettent
d'isoler rapidement et facilement le champignon de sols artificiellement
contaminés et d'évaluer avec précision la quantité d'inoculum qui y est
présente; jusqu'd présent, elles n'ont été que peu utilisées sur des sols
naturellement contaminés, et ,de toute fagon, leur emploi s'orienterait
plutdt vers la détermination de l'inoculum présent dans le sol adhérent

aux tubercules.

Les recherches effectuées en Ecosse par MAILCOMSON ”(ﬁ9§8b) ét
MALCOMSON et GRAY (1968b).,en Irlande par KHAN et LOGAN (1968) ont révélé
que Phoma exigua var. foveata se trouvait dans la plupart des sols ayant
porté une culture de pomme de terre l'année précédente, Phoma exigua var.
exigua y &tant détect€ occasionnellement. De plus, les deux champignons
ont parfois été isolés de sols n'ayant pas porté de pomme de terre depuis
plus de 5 ans. Si ce fait n'est pas surprenant pour Phoma exigua var. exigua
qui est un champignon 4u sol, il n'en est pas de méme pour Phoma exigua

var. foveata dont les pcssibilités.de survie dans le sol sont controversées.
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MAICOMSON et GRAY (1968b) présument que sa survie serait favorisée dans
les sols & forte humidit&, ce qui expliquerait le potentiel €levé en gan-
gréne des régions situfes au nord ouest de 1'Ecosse ol 1'humidité du sol

est particuliérement forte.

Toutefois, les résultats de TODD et ADAM (1967) laisseraient
penser que Phoma exigua var. foveata n'est pas un hdte constant du sol bien
qu'il puisse s'y maintenir au moins plusieurs mois aprés une récolte de

pomme de terre.

les expériences réalisées par ENTWISTLE (1971) en laboratoire
et en champ avec des sols contamin€s artificiellement & 1l'aide de spores de
Phoma exigua var. foveata et var. exigua ont démontré que le pouvoir
infectieux des sols et l'incidence de la gangréne en conservation &taient
fonction de la concentration de l'inoculum ; elles ont également confirmé
le pouvoir pathogéne supérieur de la variété foveataq déja mis en évidence
par TODD et ADAM (1967) notamment pour les faibles concentrations d'inocu-
lum.

Des deux variétés de Phoma exigua Desm. parasitant la pomme
de terre, seule la variété exigua, la moins pathogéne, est un élément ha-
bituel de la microflore du sol. dont il est facile de l'isoler ainsi que le
soulignent TODD et ADAM (1967) et DORENBOSCH (1970).

Phoma exigua ver. foveata peut également &tre présent dans le
sol; pour cette raison de nombreux auteurs, dont FOISTER, WILSON et BOYD
(1945), les premiers & l'avoir isolé, considérent que le sol est 3 l'origi-
ne de la maladie. Cependant, il ne semble pas en &tre un habitant normal,
et, TODD et ADAM (1967) estiment que sa présence y est liée & la culture de

la pomme de terre, Par ailleurs, ses possibilités de survie & 1'état sa-

prophytique dans le sol n'ont jamais 8t& clairement &tablies.

En pratique, les tubercules produits par un sol contaminé ou
ayant porté récemment une récolte contaminée pourront montrer des taux de
nécroses trés supfrieurs 3 ceux des tubercules produits par des sols sains
(ENTWISTLE, 1971 ; LOGAN, 1974), justifiant 1l'adoption d'un systéme d'asso-
lement sur plusieurs années, préconisée par LOGAN dans le but de réduire

le taux d'inoculum du sol.
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S'il semble bien y avoir une relation entre le potentiel infec-
tieux dqu sol et le nombre de néecroses pouvant survenir en conservation,
aucune précision n'est apportée sur le mode de transmission de 1l'agent

pathogéne ni sur le moment de 1'infection des tubercules.

2) les plantes h@tes intermédjaires

Phoma exigua var. exigua est connu comme &tant un parasite sans
spécificité d'hdte ; il peut envahir les tissus sénescents de nombreuses
plantes herbac@es assurant ainsi son maintien dans le sol en l'absence de
culture de pomme de terre. Fréquemment observé en association avec des lé-
sions sur tiges et sur feuilles, dans des racines et des tubercules pour-
rissants, il est considéré comme un parasite faible ou de blessure (BOEREMA
et HOWELER, 1967). |

les choses sont différentes pour Phoma exigua var. foveata.
I1 ne fait sucun doute que la pomme de terre soit son hdte principal, bien
qu'il ait été incidemment observé sur d'autres plantes. C'est ainsi que
TCDD '( mention d'une communication personnelle de l'auteur £ FOX et
ﬁASHwooﬁ,tf_1978) a pu 1l'isoler des tissus sénescents de trois plantes
adventices : Chenopodium album, Fumaria officinalis, Matricaria matrica-
rioides, provénant d'un chmp ayant produit des tubercules fortement con-
taminés. En outre, en conditions artificielles, ce champignon fortement
pathogéne pour la pomme de terre, peut se conduire en parasite faible.
En effet, FOX et DASHWOOD (1978) sont parvenus & infecter par voie racinai-
re des plantules de diverses espéces cultivées dont l'orge, la betterave,
le blé, le pois et & isoler ensuite Phoma exigua ver. foveata des tiges et
feuilles. Ce champignon est donc capable de parasiter d'autres plantes que
son hdte habituel apparemment de fagon systémique et sans symptlmes vi-
sibles. les tiges ainsi contaminées, insérées dans des tubercules sains

peuvent induire le formation de n€croses.

Pour FOX et DASHWOOD (1978), les plantes hdtes intermédiaires
pourraient permettre la survie dans le sol de Phoma exigua var. foveata,
notamment par l'association des repousses de pomme de terre et des plantes
entrant dans la composition du systéme d'assolement , par exemple l'orge
fréquemment employée en rotation avec la pomme de terre en Ecosse. Il est

difficile en réalité d'évaluer le rdle des plantes hdtes intermédiaires dans
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l'incidence de la gangréne. Elles seraient une explication simple du main-
tien de Phoma exigua var. foveata dans le sol en l'absence de la pomme de
terre, mais jusqu'd présent ce champignon n'a été& que trop rarement isolé
d'autres plantes en conditions naturelles pour qu'on puisse se montrer
affirmatif.

3) les fanes
MALCOMSON (1958b) et TODD (1963) ont observé que la présence
de pycnides de Phoma spp., en Grande Bretagne, &tait fréquente sur les

tiges mortes de pomme de terre.

Dans les cas de contamination massive, naturelle ou artificielle,
les pycnides peuvent couvrir une grande partie des tiges et appartiennent
presqu'exclusivement & Phoma exigua var. foveata. Lors d'infections moins
sévéres, Phoma exigua var. exigua est €galement présent ainsi que d'autres
Phoma non pathogénes, se développant en saprophytes sur les tissus morts,

le plus fréquent &tant Phoma eupyrena Sacc.

Mais, les pycnides ne sont que le témoignage d'une contamination
antérieure ; différents auteurs, TODD et ADAM (1967), KHAN et LOGAN (1968) ont
mis en &vidence par rétroculture de fragments de tiges vertes la présence
latente de Phoma exigua var. foveata dans les tissus de la plante. Ces cher-
cheurs écossais et irlandais ont montré que les plantes issues de tubercules
atteints de gangréne ou cultivés dans des sols contaminés &taient rapidement
parasitées et que le champignon pouvait &tre isolé.. des tiges d€s la qua~
triéme semaine quif;;igla plantation jusqu'au moment de l'apparition des

"pycpides. Ces résultats prouvent que l'infection est systémique, mais ces
auteurs n'ont pas attribué 3 l'infection des tiges dans la contamination
des tubercules un autre rdle que l'accroissement du potentiel infectieux
aprés l'extériorisation des pycnides et n'ont accordé aucune attention
particuliére & son caractére systémique. Ils en concluent simplement,
comme TODD et ADAM (1967), qu'aprés le midrissement des tiges, 1l'infection
s'étend et devient visible par la formation des pycnides. Selon LOGAN
(1967), les pycnides qui apparaissent sur les tiges mortes sont miires trois
semaines avant la récolte et contribuent & sugmenter 1l'inoculum suscepti-

ble de contaminer les tubercules au niveau du sol.
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Avant l'arrachage, la dissémination est assurée par les eaux
de pluie ruisselant le long des tiges. La pluie peut &tre aussi responsa-
ble d'une dispersion des spores déterminant la contamination des plantes
voisines. ENTWISTLE (1972) en collaboration avec LOGAN (1976) a pu mettre
en évidence ce phénoméne en utilisant des piéges aériens. Ces piéges &taient
constitués par des séries de disques de pepier filtre disposés & 5, 15 et
60 cm du sol, dans un champ planté de tubercules sains 8 1l'exception d'une
petite parcelle centrale plantée de tubercules atteints de gangréne. Ces
disques étaient exposés & l'air pendant'une semaine puis déposés en bolite
de Pétri sur un milieu gélosé & l'extrait de malt. Aprés deux semaines
d'incubation & 21°C, ENTWISTLE notait le nombre de colonies de Phoma exigua
var. foveata et de Phoma exigua var. exigua qui s'étaient développées.
Paerallélement, LOGAN &tudiait l'incidence de la gangréne sur les tuber-
cules récoltés. Phoma extgua var. foveata n'a ét€ isolé qu'd proximité im-
médiate de la parcelle centrale et uniquement aprés le brililage des tiges,
la fréquence des isolements diminuant rspidement aprés la récolte. Les
résultats obtenus avec les piéges situés & 15 cm du sol ont amené les au-
teurs 3 conclure que les &claboussures de pluie &taient les principales _
responsables de cette dissémination des spores. Le taux de gangréne obtenu
parallélement dans les tubercules récoltés a confirmé cette dispersion tres
limitée de Phoma exigua var. foveata & partir de la parcelle contaminée.
Par contre, la distribution de Phoma exigua var. exigua &était uniforme pour

l'ensemble du champ.

Au moment de la récolte, les tubercules peuvent encore &tre mis

en contact avec les tiges parasitées et &tre éventuellement contaminés.

Selon LOGAN (1967, 19T4), il existe une &troite corrélation
entre le nombre de pycnides sur les tiges et le développement de la gan-
gréne dans la descendance. Cependant, le role que LOGAN attribue & 1l'in-
fection des tiges dans l'épidémiologie n'est pas constamment vérifié.
MALCOMSON et GRAY (1968b)estiment au contraire qu'il ne s'agit pas d'une
source d'inoculum importante, n'ayant pas observé, aprés sa suppression
par arrachage des tiges avant l'apparition des pycnides, une réduction de

la gangréne en conservation.
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4) Le plant
Selon LOGAN (1967), la plantation de tubercules malades serait

une double source d'inoculum, 3 la fols par les tiges infectées qui sont
produites et par 1l'inoculum que représente la nécrose. De ses travaux
publiés en 19TL4, résumant des essais réalisés entre 1966 et 1968, il res-
sort que le taux de tubercules atteints de gangréne dans la descendance des
tubercules nécrosés peut €tre particuliérement &levé. Il a &té démontré

de fagon certaine que l'infection des tiges pouvait jouer un rdle dans la
contamination des tubercules, le rdle de la nécrose, par contre n'a pas

ét€ bien percu. Si on s'en référe i LOGAN, la décomposition du tubercule
nécrosé dans le sol entrainerait une augmentation de son potentiel infec-

tieux.

La comparaison du développement de la gangréne dans la produc-—
tion de tubercules nécrosés ou apparemment sains, mais prélevés dans des
lots milades, a permis & BOYD et LOGAN (1967) et BOYD (1971) de constater
que la descendance du plant apparemment sain pouvait €tre aussi contaminée
que celle du plant nécrosé. En conséquence, il n'est pas nécessaire que le
tubercule soit nécrosé pour devenir une source d'infection ; i) peut étre
apparemment sain mais néammoins porteur de la maladie & 1'état latent et,
s'il est planté&, produire une génération de tubercules contaminés, repré-~
sentant donc une source d'inoculum particuliérement dangereuse. D'apreés
LOGAN (19TL4), l'infection des jeunes tubercules 3 partir d'un porteur sain
se ferait aprés nécrose de celui-ci, le parasite sortant de son état de
latence. Cette derniére hypothése cadre d'ailleurs assez mal avec le rdle

gu'il attribue aux pycnides dans 1'évolution de la contamination.

Il est reconnu que Phoma exigua var. foveata n'entraine, en
culture, ni symptSmes durant la période végétative, ni baisses de rende-
ment. Ceci est confirmé par les expériences de HIRST et coll. (1970) et
GRIFFITH et coll. (1974) qui affirment que tant que la proportion des
tubercules nécrosés ne dépasse pas les 50 %, l'émergence des plantes
n'est pas réduite et gue le rendement n'est pas affecté. Il a simplement
été remarqué (LOGAN, 1967, 19T4) que les tubercules nécrosés produisaient
des tiges de vigueur inégale , plus nombreuses et de mirissement plus précoce
que celles des plantes saines , ainsi qu'un nombre plus important de tuber-

cules de petit calibre .
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Il est malaisé d'évaluer l'importance relative du sol et

du plant dans le développement de la gangréne, les fanes et les plantes
hOtes intermédiaires n'étant que des corollaifes des deux précédents.
Si,dans les conditions de culture pratiquées en France, le plant est consi-
déré comme le principal mode de propagation de la maladie, il n'en semble
pas moins vra@ que dans des contrées plus septentrionales comme 1l'Ecosse
"et 1'Irlande, le sol peut représenter une source d'inoculum importante,
ainsi qu'en témoignent la fréquence des isolements du sol de Phoma exigua
var. foveata obtenus par MALCOMSON et GRAY (1968b), et KHAN et LOGAN (1968)

dans ces régions.

Quelle que soit l'origine de la contamination , sol ou plant ,
le parasite peut &tre présent sans symptOmes , tant au niveau des plantes
feuillées qu'au niveau des tubercules, et, ne se manifester que beaucoup
plus tard, sur les tiges sous forme de pycnides aprés le défanage, dans les
tubercules sous forme de nécroses si les conditions de conservation per-
mettent son dévelcppement. En effet, Phoma exigua var. foveata ne révéle
jamais sa présence sur les tiges vertes et la gangréne se manifeste le
plus souvent au cours du stockage & basse température; rarement dé€s 1l'au-
tomne et selon KHAN (1973) jamais avant la récolte quelle que soit

1l'importance de 1l'inoculum présent.

B - TFACTEURS INFLUENCANT LE TAUX D'INOCULUM

1) Les facteurs climatigues

Dé&s 1952, PUISTER avait remarqué que le développement de la gan-
gréne en conservation &tait particuliérement &levé les annfes trés humides
d'aclit & octobre. LOGAN (1967) l'interpréte comme le résultat d'une meilleu-
re dispersion des spores issues des pycnides présentes sur les fanes durant
les saisons pluvieuses augmentant 1'inoculum susceptible de contaminer les
jeunes tubercules. Dans les expériences 4'ENTWISTLE (1972), la fréquence
des isolements de Phoma exigua ver. foveata des pidges aériens avait &té
plus grande au cours de la plus humide des trois annfes d'essais, concor-

dant avec la remarque et l'interprétation précédentes.
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Mais, aucune &tude sur l'incidence de la gangréne ou de la
contamination des tubercules n'a ét& faite en fonction des données climatiques.
De plus, d'aprés MALCOMSON (1958b) , MALCOMSON et GRAY (1968b) , les sols
ol se maintient une forte humidité favoriseraient la survie de Phoma exigua
var.foveata, assurant le maintien de 1l'inoculum . Ceci expliquerait les pro-

blémes particuliers posés par la gangréne en Ecosse .

Ces auteurs estiment par ailleurs que les plantes ont dans
ces types de sol une croissance plus lente et que les tubercules qui, par
conséquent, menquent de maturité 3 1l'arrachage sont plus sensibles & la
maladie. Adoptant d&s le départ 1'hypothése d'ume contamination externe des
nouveaux tubercules, ils n'ont jamais envisagé le r8le des facteurs clima-

tiques sur la nature systémique de 1'infection.

2) L'assolement

Peu d'informations sont utilisables quant & la composition et
la durée idéales de l'assolement par rapport au potentiel infectieux du sol.
Cependant, certains auteurs pensent qu'un assolement sur plusieurs années
devrait permettre de reduire le taux de Phoma exigua var. foveata présent
dans le sol , sans toutefois 1l'éliminer complétement puisque le champignon
isemble &tre capable de survivre plus de 5 ans dans le sol en l'absence de
pomme de terre (KHAN et OLGAN, 1968; LOGAN, 197k4).

3) le défanage
Dans les cultures de plant, le défanage est une pratique géné-

rale qui consiste 3 provoquer la mort du feuillage prématurément afin d'évi-
ter les attaques tardives de pucerons vecteurs de virus et d'assurer le
rendement maximum en petits et moyens tubercules commercialement plus
recherch&s (CROSNIER, 1973). Il est effectué soit mécaniquement par arra-
chage ou fauchage des tiges, soit chimiquement par 1l'application de pro-
duits comme le chlorate de soude, l'acide sulfurique ou des hormones de

desséchement.

Le nombre de pycnides présentes sur les tiges traitées et la
rapidité avec laquelle elles apparalssent varie considérablement selon les
modes de défanage, mais LOGAN, COPELAND et LITTLE (1976), comparant les

effets de différents traitements physiques ou chimiques, ont observé que le



21

développement ultérieur de la gangréne n'était pas toujours fonction de

leur sbondance. Par ailleurs, la diminution de la maladie en conservation
obtenue par LOGAN (1970) par l'arrachage des tiges, &liminant ainsi totalement
le potentiel d'inoculum des pycnides, ne se vérifie pas toujours (MALCOMSON
et GRAY, 1968b). Ces résultats hétérogénes, parfois contradictoires,
remettent en cause, partiellement tout au moins, la relation que LOGAN
(1967, 19T4) établissait entre l'incidence des pycnides et l'incidence de la
gangréne. Il semble qu'il faille nuancer le rdle que cet auteur attribue

& l'infection des tiges dans 1'épidémiologie et que dans certains cas

elle ait peu d'influence sur la contamination des tubercules. Confirmant

ce point de vue, la gangréne peut se développer dans des lots dont les plan-
tes méres ne portaient que peu ou pés de pycnides aprds le défanage, ainsi
que 1'ontobservé GRIFFITH et coll. (19Tk4). Ia rapidité avec laquelle sur-
vient la mort du feuillage, variable selon les défanants chimiques, tout en
agissant sur le moment d'apparition des pycnides, n'a pas de répercussions
sur l'incidence de la gangreéne en conservation (LOGAN, COPPELAND et LITTIE,
1976). FOX et DASEWOOD (1975a) ont cependant noté que la descendance des
essals défands par hormones de dessé&chement dont l'action est lente peut
8tre plus contamin€e que celle des essais défanés mécaniquement ou chimi-

quement par l'acide sulfurique dont l'action est trés rapide.

Récemment BANNON (1978) a montré im vitro que le parsquat, subs-
tance active de certains défanants, favorisait la sénescence des tissus
de pomme de terre mais activait aussi l'apparition des pycnides chez les
plantes contaminées ; et il reste possible qu'il y ait une relation entre

1l'extension de la maladie et l'utilisation de défanants chimiques.

En résumé, l'influence du défanage sur la contamination des
tubercules apparalt aussi variable que celle de l'inoculum porté par les
tiges. Dans les essais de MALCOMSON et GRAY (1968b), l'infection des tiges
avait peu de conséquences sur la contamination des tubercules , et, 1'influ-
ence du mode de défanage semblait limitée . Par contre , les expériences de
LOGAN (1967,1974) montraient un lien entre 1'infection des tubercules , celle

des tiges et le mode de défenage.
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L) L'intervelle entre le défanage et 1'arrachage

Les résultats obtenus en Ecosse par FOX et DASHWOOD (1975a)
et confirmés par LOGAN et coll. (1976) en Irlande, montrent que d'une fagon
générale l'incidence de la gangréne augmente au fur et & mesure que s'étend

1'intervalle entre le défanage et 1'arrachage.

Qu'il s'agisse des essais de GRIFFITH et coll. (19TL4) ou de
FOX et DASHWOOD ( 1972 )', toute augmentation de la gangréne est inter-
prétée comme laréénséquence de l'accroissement du taux de Phoma exigua
var. foveata dans le sol entourant le tubercule. Dans le cas présent cette

augmentation serait li€e & l'spparition des pycnides suivant le défanage.

Il semble donc gque la pratique qui consiste & laisser les tu-
bercules 3 & L semaines dans le sol aprés le défanage, afin de les rendre
moins vulnérables, soit une erreur. D'apré&s FOX et DASHWOOD (1972, 1975),
1'idéal serait de récolter les tubercules & maturité mais suffisamment
t8t pour diminuer les risques de contamination secondaire psr les pycni-

des de Phoma exigua var. foveata.

Cependant, il faut noter que les pycnides ne sont pas la seule
cause de l'accroissement de la contamination des tubercules. les travaux
de COPELAND et LOGAN (1976), LOGAN et coll. (1976) montrent en effet que
1'incidence de la contamination s'accroit d8s le premifre semsine suivant
le défanage donc avant la formation des pycnides sur les tiges .Ceci laisse
supposer l'intervention d'une sutre source d'inoculum, qui pourrait selon

ces auteurs se situer sur les racines et les stolonms.

Au terme de toutes ces expériences, il apparait que dans l'en-
semble, les auteurs ont per¢u la nature systémique de 1'agent pathogéne
mais qu'ils n'en ont pas tiré toutes les cons@quences possibles reliant
mal l'action des différents facteurs susceptibles d'intervenir avec ce

caractére systémique.
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III. CONDITIONS DE DEVELOPPEMENT DE LA MALADIE

Quelles que soient les divergences qui subsistent & propos des
modalités de la contamination.lorsque que le champignon est parvenu aux
tubercules, deux questions se posent :

-l'agent pathogéne &tant incapable de pénétrer Z travers un épiderme intact,
quels peuvent &tre ses moyens de s'introdulre dans les tubercules.

-quels sont les facteurs qui vont permettre le développement de la nécrose.

Ce sont les deux derniers points que nous sborderons dans

cette étude bibliographique.

A - LES MODES DE PENETRATION DU PARASITE

1) Les voies paturelles

Il est admis que dans certains cas, peu fréquents, la pénétra-
tion du champignon puisse se faire par les lenticelles et les yeux. Les
lenticelles qui éclatent sur les tubercules conservés dans des conditions
excessives d'humidité sont assimilables & des blessures. Bien qu'expéri-

mentalement, MALCOMSON (1958b) ait pu démontrer qu'elles pouvaient €tre une
porte d'entrée pour Phoma exigua var. foveata, en pratique dans les con-
ditions habituelles de conservation, ce mode de pénétration doit rester

exceptionnel.

Ce méme auteur a obtenu le développement de nécroses au niveau
des yeux aprés contamination externe par trempage dans une suspension de
spores et de mycé€lium de Phoma exigua var. foveata. Mais c'est principale-
ment au moment de la germination que le parasite peut s'installer dans le
tubercule au niveau des germes, la germination provoquant selon JOUAN et coll.

(1974) de petites 1ésions dans les tissus voisins.

2) Les blessures

Les blessures occasionnées aux tubercules au moment de la ré-
colte ou au cours des opérations de conditionnement durant la période de
conservation, permettent la pénétration de l'agent pathogéne présent dans

le sol, sur 1l'épiderme ou dans le périderme.
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L'importance des nécroses qui en résultent dépend du type de
blessure : les coups, les meurtrissures sans rupture de l'épiderme, les 1&-
sions superficielles n'aménent qu'un faible taux d'infection (MALCOMSON,1958b;
JOUAN et coll.19T4). Par contre, de nombreuses lésions se développent & la
suite des blessures profondes, notamment lorsqu'elles s'accompagnent d'un
écrasement des tissus (GRIFFITH, 1970 ; UMAERUS, 1975). JELLIS (1975)
explique l'extension plus ou moins grande du parasite en fonction de la
profondeur des blessures par la plus grande sensibilité des tissus médul-
laires comparée & celle des tissus corticaux. Le cortex et 1l'anneau vascu-
laire seraient d'ailleurs le siége de la résistance des cultivars les moins
sensibles & le gengréne (PIETKEWICZ et JELLIS, 1975). L'importance parti-
culiére des nécroses, lorsque les tissus sont fortement endommagés, pour-
rait €tre due, selon ADAMS et GRIFFITH (1978), d'une part au fait que le
champignon y trouve un milieu favorable & sa croissance et gque d'autre part

la cicatrisation de ce type de blessure est plus lente et moins compléte .

Les deux variétés de 1'agent pathogéne ne peuvent pénétrer dans
les tubercules qu'éd la faveur de blessures récentes ou incomplétement
cicatrisées : des inoculations artificielles effectuées un certain temps
aprés les blessures &chouent totalement lorsque ce délai atteint 7 jours, les
tubercules étant conservés & 15°C. En outre, PATERSON et GRAY (1972) ont
trouvé qu'd cette méme température un intervalle de 24 heures entre la bles-
sure et l'inoculation inhibait en partie le développement du champignon
bien que la premidre couche du périderme de blessure ne soit pas encore
formée et suggére l'action possible de substances inhibitrices dans les

tissus de la pomme de terre.

B - FACTEURS INTERVENANT SUR LE TAUX DE BLESSURE DES TUBERCULES

1) Les fumures .

Peu d'études ont été faites sur les relations entre les fumu-
res et la gangréne, il s'agit généralement de remarques empiriques ; ainsi
dés 1952, FOISTER s'était apercu que la gangréne &tait particuliérement
grave dans les récoltes provenant de sols acides ou carencés. Les fumures
déséquilibrées semblent augmenter l'incidence de la gangréne en prédispo-

sant les tubercules aux blessures ; c'est le cas des excés d'azote qui
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accroissent la vulnérabilité des tubercules , comme le mentionnent JOUAN et
coll.(197L).

Selon les expériences de PATERSON et GRAY (1972), les tubercules
blessés qui n'ont regu que de faibles apports en azote, phosphore et potas-
sium montrent moins de résistance & l'extension de Phoma exigua var.foveata
que les tubercules cultivés dans de bonnes conditions, bien que l1l'éreisseur
du périderme de blessure soit idéntique dans les deux cas . Dans ces expé-
riences, de faibles apports signifient non pas des fumures déséquilibrées

mais insuffisantes d'un point de vue gquantitatif .

2) La nature et 1'état du sol
L'enquéte menée en 1973, par STATHAM (1975) en Grande Bretagne,

a révélé qu'un pourcentage &levé des blessures survenant & la récolte, soit

31 %, tenait & la nature et 1'état du sol, et que les dommages subis par
les tubercules Ataient d'autant plus importants que les sols &taient plus
légers ou plus caillouteux. D'autre part, LOGAN (1974) voit également dans
la sécheresse du sol & l'arrachage une source de blessure, la couche de

terre protectrice entourant les tubercules n'é&tant plus suffisante.

3) La mécanisation
Nombreux sont les,auteurs ( dont GRAY et MALCOMSON, 1966;
MALCOMSON et GRAY, 1968c) qui considérent que les progrés de la mécanisation

dans les opérations d'arrachage, de conditionnement et de transport , ont eu
pour conséquence l'augmentation du nombre de tubercules blessés, multipliant
ainsi les risques de gangréne par pénétration de 1'inoculum présent sur le

tubercule. '

PROCTOR (1970) et STATHAM (1975) estiment que l'extension de
la gangréne est d'autant plus lie & cette &volution technique que ces
manipulations s'effectuent généralement dans des conditions défavorables

4 la cicatrisation des tubercules.

L) L'sge physiologique

L'importance de ce facteur, entrevue d€s 1958(b) par MALCOMSON
a €té beaucoup plus tard confirmée par HIRST et GRIFFITH en 1975 et
GRIFFITH et HIDE en 1976 : l'aptitude des tubercules & donner des nécroses

dépend de leur age physiologique et augmente au cours de la conservation .
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Les tubercules semblent offrir au‘début de l'été un terrain
moins propice au développement du parasite qu'd la fin de la conservation;
LANGTON (1971) interprdte cette évolution comme le résultat d'une diminution

des réactions de cicatrisation et de défense .

5) La température
La gangréne est assocife aux basses températures. Dans ces

conditions, les réactions de cicatrisation des tubercules blessés, & la

fois la subérisetion et la formation du périderme de blessure sont lentes ainsi
que le mettent en évidence les &tudes anciennes d'ARTSCHWAGER (1927) et

celle plus récentes de WIGGINTON (19T4) et de WALKER et WADE (1976). A

5°C, 5 & 8 jours sont nécessaires pour obtenir la subérisation des surfa-

ces blessées et. 9 jours & 2°C. La formation du périderme de blessure n'est

toujours pas induite aprés 10 jours & 5°C et 35 jours & 2°C.

Par conséquent, les basses températures favorisent le pénétra-—
tion du Phoma dans les tubercules endommagés. WALKER et WADE (1976) ont
d'ailleurs montré que les possibilités de pénétration par les blessures
diminuaient peu aprés 35 jours de comservation des tubercules & 2°C.

Par contre, l'incidence de la gangréne diminue & mesure que la température
s'éléve. A 18°C, les surfaces blessées sont subérisées dans les U8 heures
et 2 jours plus tard, le périderme de blessure est initié, parallélement

la sensibilité des blessures diminue.

les tubercules subissent en conservation une &volution physio=-
logique irréversible d'autant plus rapide que la température est €levée.
Parvenus 3 un stade avancé de cette &volution, ils donnent des plantes de
levée irréguliére et de rendement faible, la capacité de croissance des
germes étant fortement amoindrie (MONTIGNY, 1973).

Pour préserver la vitalité des plants de pomme de terre, il est
indispenssble de les stocker & des températures comprises entre 2°C et
4°C afin de freiner leur &volution physiologique. La conservation de la
porme de terre de consommation nécessite &galement un refroidissement
des tubercules tout en répondant 3 d'autres impératifs : les tubercules
destinés 3 la consommation & 1l'état frais doivent €tre maintenus turgescents
tout en conservant leurs propriétés organocleptiques ; destinés & la trans-

formation industrielle, ils doivent en plus &tre maintenus & une
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température suffisamment &levée pour éviter l'accumilation de sucres réduc-
teurs. Pour ces raisons, ils sont amenés & des températures comprises entre

8°C et 10°C (MONTIGNY, 1973).

Aprés la récolte, et avant tout refroidissement, il est néces-
saire de permettre la cicatrisation des tubercules blessés au cours de
l'arrachage. Ainsi, BAK HENRIKSEN (1975), ADAMS et GRIFFITH (1978) ont
montré qu'on pouvait obtenir une réduction considérable du développement
de la gangréne avec un préstockage d'environ deux semaines 2 une températu-
re comprise entre 15°C et 20°C et une humidité relative de 90 %, les
tubercules humides &tant séchés au préalable. ADAMS et GRIFFITH précisent
que le maintien & 15°C ou 20°C doit &tre d'autant plus long que les arra-—
chages sont plus tardifs. Les récoltes précoces, effectuées peu de temps
aprés le défanage, ont des taux de gangréne inférieurs & ceux des récoltes
tardives, non seulement parce que 1l'inoculum apporté par les fanes est
réduit, mais surtout parce que les tubercules ont bénéficié de températures

ambiantes plus douces et donc plus favorables 3 leur cicatrisation.

Dans la méme optique, il est nécessaire de réchauffer les tuber-
cules avant toute manipulation au cours de la conservation, les tubercules
froids étant tr&s sensibles aux chocs, et de les laisser ensuite se cica-
triser avant de les replacer en chambre froide (PROCTOR, 1970 ; MONTIGNY,
1973 ; LOGAN, 19T4). Cette derniére mesure permet d'atténuer les conséquen-

ces des endommegements au cours du conditionnement.
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V. LE ROLE DU PLANT DANS L'EPIDEMIOLOGIE

Les trﬁvaux que nous venons d'analyser ont montré les risques
de contamination des tubercules, a partir de diverses sources d'inoculum.
Mais trés vite, le rdole que jouait le plant dans le devenir de la maladie,
s'est avéré important. La visualisation de l'infection aprés apparition des
néeroses a conduit tout naturellement & &liminer le plant malade. Plus gra-
ve est le risque constitué par des tubercules contaminés ne présentant pas

de symptdmes au moment de la plantation. Si on se référe aux nombreux tra-
vaux des Britanniques que nous avons déjd mentionnés s, & partir de ces

tubercules malades mais apparemment sains , les jeunes tiges pourront &tre
contaminées. Celles~ci aprés défanage porteront des pycﬁides, d'ol une aug-
mentation de 1'inoculum. Pour LOGAN (1974), ces mémes tubercules apparem-
ment sains & la plantation, pourront ensuite se nécroser et accroitre le

potentiel infectieux du sol.

C'est pourquoi, ces derniéres années, les efforts des chercheurs
se sont orientés vers la détection de la contamination sans symptOmes des
tubercules destinés au plant. Ce dépistage systématique a &té& pratiqué des
1972 en Hollande (Rapport non publié d'une mission d'étude de la F.N.P.P.T.
en 1973), puis en France & partir de 1975 et en Belgique (VAN LUCHENE,

1976) et a permis d'éliminer du marché de nombreux lots atteints. Il est
réalisé trés aisément aprés blessure des tubercules qui, maintenus & 4°C,
développent des néeroses dans un laps de temps compris entre 8 et 10 semai-
nes. Un isolement peut &tre pratiqué 2 partir des pourritures obtenues pour

en identifier l'agent pathogéne.

La détection de Phoma exigua var. foveata s'est également
orientée vers une détermination plus rapide de la contamination sans donner
beaucoup de résultats. Ni le taux d'infection des tiges, ni le taux d'ino-
culum présent dans le sol adhérent aux tubercules ne permettent une bonne
appréciation du potentiel infectieux. Selon FOX et DASHWOOD (1975a), la

mise en culture de fragments de périderme en donnerait une plus juste indi-



29

cation. En effet, ces auteurs estiment que 1'inoculum présent dans le sol
adhérent aux tubercules doit pénétrer dans le périderme au cours de la con-
servation . Ils se basent pour cela sur des résultats obtenus en conditions
artificielles par TODD et ADAM (196T7) . Ces derniers ont démontré la présence
du champignon dans le périderme de tubercules contaminés 3 semaines plus t0t
par trempage dans une suspension de cultures de pPhoma exigua var.foveata

et maintenus en atmosphére humide ; la contamination réalisée dans ces con-
ditions résiste & une désinfection de surface . Sachent que 1'humidité favo-
rise la pénétration de l'agent pathogéne par les lenticelles et qu'en outre
ce mode de contamination est peu fréquent , il nous semble difficile & partir
de ces résultats obtenus dans des conditions trés particulidres de tirer des

conclusions pour un inoculum externe en conditions naturelles

Enfin devant un plant susceptible d'€tre vecteur de la meladie
il était normal d'essayer de combattre 1'agent pathogéne par traitements

chimiques.

Peu de fongicides se sont révélés efficaces pour lutter contre
la gangréne de la pomme de terre. Seules.les. formulations & base de thia-
bendazole ont donné des résultats satisfaisants (HIDE, HIRST et GRIFFITH,
1969 ; COPELAND et LOGAN, 1975), 3 condition d'8tre appliquées ds 1l'ar-
rachage que ce soit par trempage ou pulvérisation 3 bas volume (LOGAN,
COPELAND et LITTLE, 1975 ; CROSNIER, BEJEL et LARNICOL, 1978). L'inactivité
des traitements ultérieurs est interprétée comme la conséquence de la péné-
tration du parasite dans le périderme. Il faut remarquer, cepéndant, qu'un.

pourcentage trés €levé de tubercules est blessé au cours des diverses

opérations d'arrachage, transport et conditionnement ; on peut donc se poser
la question suivante : l'efficacité du thiasbendazole, s'il est appliqué im-
médiatement aprés la récolte, n'est-elle pas liée au fait que le traitement
s'effectue souvent sur des tubercules blessés, amenant un contrdle effectif

de la contamination, en permettant une meilleure pénétration de fongicide?
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CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

Dans l'infection de la pomme de terre par Phoma exigua var.
foveata, deux choses sont & considérer : la contamination et sa manifesta-
tion sous forme de nécrose. Lorsque celle-ci s'est déclarée, seule 1'élimi-
nation des lots nécrosés est & prescrire. Par contre, lorsqu'il y a conta-
mination sans signes extérieurs, le probléme est autrement grave. Cette
gravité n'a été pleinement percue qu'au moment ol les progrds techniques
réalisés dans les domaines de la mécanisation et de la comservation ont
entrainé une augmentation du nombre de tubercules nécrosés. Ainsi que le
‘soulignent FOX et DASHWOOD (1975b) les problémes causés par la gangréne ont
ét€ créés par l'homme. Sans l'action conjugufe de le mécanisation qui aug-
mente le taux de tubercules blessés et de la conservation & basse tempéra-
ture qui emp@che leur cicatrisation, la gangréne serait vraisemblablement
deﬁeurée une des maladies mineures de la pomme de terre. L'importance du
nombre de nécrosés aprés blessure est apparue comme une preuve de la
contamination purement externe des tubercules par l'inoculum présent dans
le sol, provenant soit du sol lui-méme, soit du plant, soit des fanmes.

Ces constatations ont masqué 1'éventualité d'une contamination systémique
des tubercules & partir de l'infection sans symptdmes des tiges. C'est
pourquoi il ﬁous a paru utile au terme de cette revue bibliographique d'en-
visager un travail de mise en évidence de la systémie de Phoma exigua var.
foveata et de ses conséguences, tout au long du cycle végétatif de la pom-
me de terre. Ce premier objectif a constitué l'essentiel de notre travail

en chemp.

Ensuite, en laboratoire, nous avons envisagé l'un des facteurs
susceptibles d'étre & l'origine du processus nécrotigque du tubercule au cours

de la conservation.
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DEUXIEME PARTIE : ESSAIS EN CHAMP

Ainsi que nous venons de l'exposer, l'analyse des données bi-
bliographiques sur la contamination des tubercules nous a amenée & nous
interroger sur le rdle de la systémie dans 1'épidémiologie. Afin d'étudier
les possibilités de contamination systémique des tubercules, nous avons
principalement travaillé & partir d'inoculations artificielles sur des
essais de type agronomique, mis en place par la S.I.C.A. plants du Cap
Gris-Nez sur le littoral de la mer du Nord. Ce type d'essai présentait &
la fois des avantages parce gqu'il nous permettait de rester dans des con-
ditions proches de la réalité et des inconvénients parce qu'il faisait in-
tervenir de nombreux paramétres incontrdlables . Tout particuliérement, il
nous rendait tributaire des conditions climatiques, ce qui dans le cas pré-
sent a été lourd de conséquences . L'expérimentation en champ &tait cepen-—
dant la seule possibilité de suivre 1l'évolution de la maladie tout au long
d'un cycle végétatif ; les cultures en serre , que nous avons utilisées de
fagon ponctuelle, ne permettaient pas d'obtenir des plantes qui aient une

-

croissance et une descendance comparables & celles des plantes cultivées en

conditions naturelles .

Nos essais en champ et en laboratoire se sont poursuivis sur
quatre campagnes :

2N ”~ - 3
La premieére année, 1973,nous a servi 3 mettre au polnt une

méthode de contamination artificielle des plantes feuillées et i suivre
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le devenir du champignon dans ces plantes, ainsi que 1l'évolution naturelle

de la maladie dans les tubercules fils.

Des résultats positifs nous ont incitée & répéter ces essais
en 1974 et 1975, en introduisant la premiére annfe des traitements fongici-
des en cours de végétation et en comparant différents modesde contamina-

tion la seconde année.

Au cours de la derniére campagne, 1976, &tant acquis que 1l'a-
gent pathogéne, déposé & 1'apex des plantes feuillées, pouvait &tre trans-
mis & la descendance, nous avons essayé de dégager l'influence de certains
facteurs culturaux sur ce mode de transmission et sur l'incidence de la

gangréne au cours de la conservation.

I. MATERIEL ET METHODES

Sous ce titre, sont regroupées i la fois les techniques cultu-
rales appliquées aux champs d'essai, la méthode d'inoculation artificielle
et les tests de détection de Phoma exigua var. foveata. Il s'agit des moda-—
1lités générales, par la suite ne seront mentionnées que les caractéristi-

ques propres &4 chaque essail.

A - LES TECHNIQUES CULTURALES

A 1l'exception des essals préliminaires de 1973, les chaumps

d'essais ont &té menés, d'une facon générale, comme des cultures de plant.

1) Le choix du plant

Tous les essais ont été réalisés avec du plant hollandais,
de variété Bintje, classe Elite, calibre 35/45 mm, les tubercules &tant
susceptibles d'@tre contaminés sans symptOmes. Les plants ont &té prélevés
dans des lots exempts de toute pourriture & la fin de la conservation et
n'ayant donné lieu 3 aucun litige. Les deux derniéres années d'essai, nous
avons cependant déterminé le taux de contamination de ces tubercules ap-

paremment sains avant plantation.
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2) les facons culturales

Les fumures ont &t& la plupart du temps apportées au moment de
la plantation. Etant données les faibles dimensions des parcelles, la
plantation et l'arrachage ont du &tre effectuds 3 la main, ce qui nous

gerantissait un taux minimum de tubercules blessés.

A 1l'exception des premiers essais, qui n'ont subi aucun traite-
ment, les cultwres ont été défanfes chimiquement 3 mois environ apres la

plantation.

3) La conservation

En 1973, aprés la récolte, les tubercules ont &té triés et
calibrés pour ne garder que le calibre 35/45; ils ont ensuite été conservés
en sacs & la température ambiante des batiments de la S.I.C.A. comme l'en-

semble de leur production .

les autres années, en raison de la mauvaise conservation de
l'essai précédent, les tubercules ont été placés en clayettes, sans triage,
sauf en 1976 ol le volume des essais nous imposait de ne conserver que
les tubercules nécessaires aux tests de détection de Phomz exigua ver.
foveata. Fn outre, la 8.I.C.A. disposant alors d'entrepdts frigorifiques,
ils ont pu &tre comservés & 4°C & partir du mois d'octobre ou de novembre

comme 1l'ensemble du plant transitant par la coopérative.

B - LA CONTAMINATION ARTIFICIELLE

1) Préparation de 1'inoculum

le champignon avait &té isolé par micromanipulation de pycnios-
pores formées sur des cultures de fragments de tubercules nécrosés. Ensuite,
nous l'avons cultivé en tubes de 25/200 mm, sur milieu gélosé (20 g/l) a
base d'eau de pomme de terre (50 g/l) glucosée (10 g/1). Les cultures
étaient maintenues 4 18°C, sous une alternance de 12 heures de lumiére et
12 heures d'obscurité. Aucune des souches utilisées ne produisait 1l'anti-
biotique "E", dont font mention LOGAN et KHAN (1969).

En ajoutant 20 ml1 d'eau distillée & des cultures dgées de 3 3

~

. . . L
4 semaines, on obtenait une suspension de spores 3 10 spores/ml.



34

2) Réalisation des inoculations en champ

La suspension de spores &tait déposée & l'apex des plantes &

contaminer & raison de 0,1 ml & 0,5 ml selon leur stade de développement.

les deux premiéres années, les plantes ont &té inoculées soit
2 la levée, soit & la tubérisation, soit & ces deux stades. Par la suite,
les résultats obtenus n'étant pas différents selon le stade de développe-
ment des plantes au moment de l'inoculation, les contaminations n'ont plus

£té réalisées qu'au stade de la levée.

Pour assurer la réussite des contaminations, il est indispensar
ble de maintenir une hygrométrie trés €levée au niveau des plantes inocu-
lées pendant un certain temps : les plantes sont arrosées juste avant le
dépdt de la suspension de spores et la parcelle est recouverte pendant
24 heures d'un film plastique. L'enregistrement de 1l'hygrométrie et de la
température montre qu'une augmentation méme trés importante de cette der-
niére n'a pas de répercussion sur la réussite des contaminations si 1l'hy-

grométrie est maximale.

C - TESTS DE DETECTION DE PHOMA EXIGUA VAR. FOVEATA

Dans ces essais, nous avons détecté la maladie sous ses dif-

férentes formes, dans les plantes feuillées et dans les tubercules.

1) Etude de la contamination des plantes feuillées
a) pan La méthode des nétrocultures

Cette méthode permet d'une part de déceler le champignon para-

sitant les tiges sans symptCmes, notamment lorsqu'elles sont issues de
tubercules contaminés, d'autre part de mettre en évidence la pénétration
et la migration de Phoma exigua var. foveata dans les différentes parties

des plantes aprés inoculation artificielle.

Les rétrocultures sont préparées de la facon suivante
les plantes sont débarrassées de leurs racines et de leurs feuilles en
prenant soin de ne pas arracher l'épiderme des tiges ; elles sont ensuite
lavées et séchées avant d'Stre désinfectées. Dans le cas présent, la dé-

~

sinfection & 1'hypochlorite de calcium & 4 %, pendant 30 minutes, précédée
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d'un trempage des tiges et des stolons dans 1'éthanol 3 96°, durant 30 &
60 secondes, donne de tres bons résultats. Les organes désinfectés sont
rincés dans 3 bains successifs d'eau distillée stérile et placés entre

deux feuilles de papier filtre, préalablement autoclavé.

Ensuite, les tiges et les stolons sont découpés en fragments
de 7T & 8 mm de long et disposés dans des boites de Pétri, contenant un mi-
lieu nutritif 3 pH = 4,5. Ce milieu est & base d'extrait de malt Difco
(20 g/1), gélosé &8 2 % ; le pH = 4,5 limitant les proliférations bactérien-
nes, permet d'éviter l'addition d'antibiotique dans le milieu. les rétro-~
cultures préparées sont maintenues 3 18°C sous une alternance de 12 heures
de lumiére et 12 heures d'obscurité. lLes résultats sont généralement
obtenus dans les 8 jours, au plus tard dans les 15 jours qui suivent les

rétrocultures.

b) par L'observation des fanes

’ L'examen des fanes aprés la mort du feuillage, naturelie ou ar-
tificielle, permet de suivre l'ext8riorisation de la contamination et 4d'éva-
luer le taux d'inoculum présent sur les tiges et susceptible de contaminer

les nouveaux tubercules.

Avant d'étre examinfes sous la loupe binoculaire, les fanes
sont lavées, ce qui,en éliminant_la terre, facilite l'observation et réhy-
drate les tissus. Les pycnides repérées sont &crasées dans un peu d'eau
distillée et regardées au microscope avant d'€tre ensemencées sur un milieu
gélosé (2 %) 3 base d'extrait de malt Difco (2 %) et pH = 4,5. En quelques
jours, les pycnides de Phoma exigua var. foveata donnent des colonies zonées,
de croissance régulisre, pigmentées en jaune et réagissant en rouge apres
addition de soude normale.

2) Etude de la contamination des tubercules

Pour mettre en évidence la contamination des tubercules pro-
duits par les plantes feuillées inoculées artificiellement, nous avons
utilisé plusieurs méthodes correspondant aux différents aspects de la ma-

ladie.

a) rétroculiune de tiges de prézculiure
Sachant que la contamination des tubercules méres se transmet

aux plantes feuillées, nous avons, par la méthode des rétrocultures
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précédemment décrite, suivi 1l'8volution du parasite dans les tiges issues

des tubercules récoltés dans nos essais.

le test a été effectué sur des plantes de préculture qui ne

peuvent €tre obtenues qu'aprés levée de dormance des tubercules.

En effet, au moment de la récolte, les tubercules sont dans
un état de dormance dont la durée dépend de leur degré d'incubation et des
conditions de conservation. lLe stockage 3 basse température, entre 2°C et
4°C, notamment permet de maintenir jusqu'en mers-avril cet &état de dor-
mance, qui normalement s'achéverait en janvier ou février. La dormance peut
gtre levée artificiellement par traitement & la gibbérelline ou avec des
activants de germination, comme la Rindite. C'est ce qui est r€alisé entre
juillet et octobre pour les précultures obligatoires pour détecter les taux
de viroses de la production destinée au plant. Nous avons procédé de la

méme fagon pour obtenir des cultures en serre entre aolit et février.

) les tubercules dormants sont traités par l'activant de germina-
tion 4025 de Rhone-Poulenc, plus connu sous le nom de Rindite, gqui neutra-
lise les substances maintenant & 1'état de repos les bourgeons des tuber-
cules.

Au moment de subir l'action de la Rindite, les tubercules doivent
8tre 3 une température voisine de 23°C, température & laguelle doit s'ef-
fectuer le traitement qui dure 48 heures. Ils sont ensuite aérés et placés
une dizaine de jours dans une atmosphére obscure, chaude et humide. Lorsque
les germes commencent & se former, les tubercules sont oeilletonnés de
fagon 3 ne prélever que les germes de la région apicale et les oeilletons
aprés 24 heures de séchage sont plantés dans du terreau en serre. L'oeil-
letonnage permet d'cbtenir une levée plus rapide et plus réguliére que la
plantation de tubercules entiers. La levée est obtenue 3 & L semaines
aprés la mise en terre. Les jeunes plantes peuvent &tre étudies par la

méthode des rétrocultures 10 & 12 jours plus tard.

b) netrocultune de tubercules

’ Pour déterminer le taux de contamination interne de nos essaié,
nous avons adapté le test rétroculture déji décrit aux tubercules. Les tu-
bercules sont lavés et séchés avant d'étre trempés dans 1'éthanol & 96°
et d8sinfectés 20 mn dans 1'hypochlorite de calecium & 4,5 % ; ils sont

ensuite longuement rincés & l'eau courante puis séchés. Ces tubercules sont



37

alors plongés dans l'alcool et flambés avant le prélévement de fragments

de 5 & 7 mm de cOté et de 2 mm d'épaisseur au point d'insertion du

stolon et & 1l'apex ; ces fragments sont déposés dans des boites de Pétri
contenant un milieu nutritif gélosé & base d'extrait de malt Difco et

pH = 4,5. Au bout de 4 & 10 jours & 18°C, les champignons s'extériorisent

et Phoma exigua ver. foveata se reconnalt aisément d l'aspect de ses colonies

et de sa pigmentation jaune.

Ainsi réalisée la désinfection permet d'éliminer la contamina-
tion externe de la surface du tubercule, due notamment & la dispersion de
1l'inoculum présent sur les tiges aprés le défanage. Son efficacité a été
vérifiée sur des tubercules témoins trempés dans une suspension de spores
et de mycélium de Phoma exigua var. foveata puis séchés. Ces tubercules
donnent aprés désinfection des rétrocultures négatives. Les prélévements
au nivean de l'apex et du point d'insertion du stolon permettent de
standardiser les conditions de réalisation du test, mais le champignon peut

également €tre présent en d'autres points du tubercule.

c) ztest blessure

Ce test permet d'évaluer le potentiel infectieux des tubercules
en permettant l'extériorisation sous forme de nécrose de la contamination
présente sur les tubercules et dans les tubercules. Mis au point par
IOGAN en 1967, il consiste & blesser les tubercules et & les maintenir 3
basse température afin de favoriser le développement de la gangreéne. Dans
nos essais, sur chague tubercule étaient pratiquées 3 blessures.identiques'
de 10 mm de profondeur, et l'extériorisation de la maladie &tait notée
aprés 120 jours d'incubation 2 4°C. Le repiquage des tissus nécrosés sur
milieu gélosé (2 %) 3 base d'extrait de malt (2 %) et & pH = L,5, aprés
notation permettait d'en identifier la cause ; en effet, un pourcentage non
négligeable de nécroses doit &tre rapporté aux Fusarium et non aux Phoma

responsebles de la gangréne.

Lors des essals préliminaires de 1973, nous n'avions suivi que
1'évolution du taux de nécroses apparaissant spontanément au cours de la
conservation, mais l'origine en &tait vérifife par repiquage de tissus mala-

des comme pour le test blessure.



Tabfeau 1 : Caracténistiques des champs d'essal mis en place en 1973.

Propriétaire

Nature du terrain

Assolement

Particularité

Fumure organique/hectare

Fumure minérale/hectare

Argile

72/73 friche
T1/72 avoine
70/7T1 orge

n'‘a jamais porté de
pomme de terre

400 xg(NPK: 4/8/10)
(Avril1973)

1500 kg (NPK:8/12/18)
600 kg{NPK:0/25/25)
(16 Avril 1973)

rien 3 mentionner

400 kg (NPK:k/3/2)
+ paille enfouie
{Octobre 1972)

1200 kg (NPK:10/20/20)
600 kg (NPK:0/25/25)
(16 Avril 1973)

IT ITI
Sable Sable et Argile
blé pomme de terre
pomme de terre blé
mais pomme de terre

parcelle ayant produit
en 1972 une récolte for-
tement contaminée par
Phoma exigua var.foveata

50 t fumier
(Mars 1973)

500 kg (NPK:15/13/22)
( en Mars avant labour)
700 kg (NPK:7/15/30)

(Avril 1973)
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IT. RESULTATS OBTENUS EN CHAMP ET EN LABORATOIRE
AU COURS DE LA CAMPAGNE 1973

A - ESSAIS EN CHAMP : IMPLANTATION ET REALISATION

1) Dispositif

Trois champs expérimentaux, appartenant & la S.I.C.A., ou a
ses adhérents, ont été mis & notre disposition ; la nature du terrain,
les antécédents culturaux, ainsi que les apports minéraux et organiques

sont rassemblés dans le tableau 1.

Chaque champ comprenait 6 parcelles de 200 pieds, 3 parcelles
contaminées artificiellement alternant avec 3 parcelles témoins. Chague
parcelle €lémentaire se composait de 20 rangs distants de 70 cm, comportant
10 pieds plantés & intervalles de 35 cm. Des allées de 1,50 m de large sé-
paraient les parcelles les unes des autres et 3 rangs de pomme de terre de
la variété Vivacks entouraient l'ensemble afin d'éviter les effets de

bordure.

2) Calendrier

Hormis les contamiﬁations artificielles, les essais n'ont subi
aucun traitement entre la plantation, les 18 et 19 avril, et 1l'arrachage
le 23 septembre. En particulier, ils n'ont pas été défanés artificiellement

et la végétation a suivi son cours normal.

les contaminations artificielles ont été effectufes soit i la
levée, le 23 mai, soit 4 la tubérisation,le 19 juin, soit & ces deux sta-

des les 23 mal et 19 juin.

3) Prélévements et contrdles
a) au niveau des plantes feulllées

Pendant la végétation active, au mois d'aoflit, un certain nom-
bre de plantes provenant des parcelles contaminées et témoins ont été &tu-

diées par la méthode des rétrocultures.

Etant données la taille des plantes et les difficultés de désin-
fection qui en découlajent, peu de rétrocultures ont pu €tre effectuées,

soit 15 plantes contaminées et 6 plantes témoins.
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Au début du mois de septembre, aprés le mirissement et le des—
séchement de leurs parties aériennes , 8 pieds par parcelle contaminée et 8

pieds témoins ont été€ prélevés sur les champs II et III .

b) au niveau de fa descendance

Au cours de la conservation, nous avons suivi 1'évolution natu-
relle de la maladie par le taux de nécroses apparaissant spontanément dans la
descendance des plantes issues des parcelles contaminées et témoins .

Pour cela , 100 tubercules environ ont &té prélevés dans la
récolte issue de chacune des parcelles contaminées et de l'ensemble des par-
celles témoins , & 4 reprises au cours de la conservation en novembre , décem-

bre, janvier et février” .

B - RESULTATS DES PRELEVEMENTS

1) Etude des_tiges

Les rétrocultures des plantes contaminées, en cours de déve-
loppement, indiquent que le champignon est présent & la base des tiges dans
60 % des plantes. Dans le cas présent, nous n'avons pu le mettre en évi-
dence ni dans les stolons ni dans les racines pas plus que dans les plantes
témoins.

L'observation des fanes et les isolements de pycnides confirment
les résultats des rétrocultures et la réussite des contaminations artificiel-
les : la plupart des plantes inoculées portent des pycnides de Phoma exigua
var. foveata alors que les plantes témoins n'en portent que rarement (ta-
bleau 2).

Remarque : les plantes témoins provenant du champ III n'apparaissent pas
contaminées bien que cultivées sur un sol ayant produit une récolte for-
tement contaminée la saison précédente.



Tableau 3

: Taux de tubercules spontangment nécrosés au cowrs de La

conservation des essais 1973, exprimé en pourcentage.

- dans fa descendance des essals témoins

Prélévement P 1 P 5 P3 P I
I - 2,5 3 12,7
I1 3 8,k 6,4 18
ITT 3 7 4,5 5
- dans fa descendance des essals contaminés
Prélévement P1 P2 P3 Ph
1 - 6,6 9,3 Tk
2 - 5,6 1k 29
I 3 - 12 14,5 25,6
M - 8 12,6 20,6
1 19 36 36 37,7
2 26,6 30 31 29
II
3 8 16 17 15
M 17,8 27,3 28 27,2
1 Q 5,6 15 18,7
2 12 8 12 16
oL 5 1 5 5,5 13,4
M 7,3 6,2 10,8 16,0

LEGENDE DES TABLEAUX 3 et 4 :
1 : champ n'ayant jamais pornt? de pomme de terre
" I1 : champ ayant porté des pommes de terre 2 ans auparavant
I11 : champ ayant pornt? une nécolté contaminée £'anne précédente.

1 : contamination & La Levie

2 : contamination & La Levée et & La tubdrnisation

3  : contamination & La tubénisation.

dates des prélevements : Pq
P3 : fanuien

décembre 1973 -
gevnien 1974,

: novembre 1973 - Py :
1974 - Py :
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Tabfeau 2 : Nombre de plantes portant des pycnides de Phoma
exigua Vai. foveata au moment de La rEcolte dans Les essals

de 1973.
. . < . 3 la levée g la tubé- . .
Contamination| & la levee ot 3 la tu- risation Témoin
bérisation
II 6 T 7 1
I’ 6 8 8 0

Les essais n'ont pas EtE défanés antiﬁici@ﬂ@ement
§ pieds ont &te prélevés pour chaque condition

*parncelle ayant porté en 1972 une nécolte fortement contaminée.

2) Notations de tubercules nécrosés
] De nombreux tubercules se sont nécrosés au cours de la conser-—
vation dans l'ensemble des essais mais la mise en culture des tissus male-

des a montré que les cas de fusariose &taient fréquents (tablesux 3 et L).
Dans la descendance des parcelles témoins, le taux de néecro-

ses dues & Phoma exigua var. foveata est demeuré faible soit 1,38 L4 %
pour le dernier prélévement effectué en février, alors qu'il atteignait
10 & 18 % dans la descendance des essais contaminés. Ce dernier taux est
important si on considére le caractére spontané de cette &volution (ta-
bleau 4). Nous avons , en plus , constaté que le nombre de tubercules

atteints de gangréne tendait 3 augmenter au cours de la conservation.

C =~ ETUDE DES CONTAMINATIONS ARTIFICIELLES EN SERRE

1) Réalisation

Les inoculations artificielles s'effectuent de la méme facon
en serre qu'en champ, les plantes &tant obtenues par préculture aprés le-
vée de dormance des tubercules. Une goutte de suspension de spores est
déposée & la pipette Pasteur 3 1'apex, condition essentielle en serre
comme en champ, 1'hygrométrie doit &tre meintenue 3 saturation pendant

2k heures, sinon les inoculations &chouent.



Tableau 4 : Taux de tubencules spontaniment atteints de gangréne au cours
de La conservation des essais 1973 - exprimés en pourcentages )

- dans fa descendance des essatls Zemoins

Prélévement Py P Py P),
I - 2,8 0 L
IT 3 2 1 3
III 2 2,5 1,7 1,3
- dans La descendance des esdals contaminés
Prélévement P, P2 P3 P)
! - 6,5 6
1 2 - 5,6 11 22
3 - 8 10 12
M = 5a5 991 13,1
1 T,5 8 17 26
II 2 8,5 13 21 16
3 1 8,3 8,5 12
M 5,6 9,6 15,5 18
1 8 3,3 11,5 12
11T 2 8,6 b4 10 9,3
3 1 5 3,3 8
M 5,8 4,2 8,3 9,7

meme Légende que Le tableau 3




Y

La pénétration et la progression du champignon dans les plantes
ont été détectées par rétroculture des tiges et des stolons quand ils étaient
formés . Ce test a &té effectué sur 5 plantes comptant en moyenne 2 tiges ,

toutes les 24 heures jusqu'au 128me jour aprés l'inoculation.

2) Résultats

Dans les plantes témoins non inoculées, nous n'avons jamais
mis en évidence le présence de Phoma exigua var. foveata

Par contre, dans les plantes contaminées, la pénétration du
champignon est trés rapide : 24 heures apr@s le dépdt des spores auxX apex ,
il est présent dans toutes les tiges tesfées mais seulement dans quelgues
fragments ; 3 & 6 jours aprés l'inoculation , il se trouve dans presque toute
la tige , ensuite le nombre de fragments portant le parasite diminue et 11
jours aprés le dépdt de l'incculum, il n'apparait plus qu'd la base de la
tige. Le champignon est également présent dans la plupart des stolons que nous

avons testés entre le 88me et le 11 &me jour aprés l'inoculation.



b2

D - INTERPRETATION. CONCLUSION

Ainsi que le montrent les résultats des rétrocultures
et des observations de tiges mortes, la contamination artificielle des plan-—
tes de pomme de terre par voie foliaire se fait trés aisément, indépendam-
ment de leur stade de développement,pourvu que soit maintenue une humidité
suffisante au niveau des plantes inoculées. Le champignon est détecté dans
les tiges moins de 24 heures aprés le dépdt des spores aux apex et migre
dans les stolons ol nous le retrouvons dés leur formation ; ensuite, il
se maintient & 1'état latent & la base des tiges mais ne semble pas de-
meurer dans les stolons puisque nous ne le retrouvons pas dans ceux des
plantes adultes conteminées 5 & 8 semaines plus t5t. Il semble donc qu'il
puisse y avoir une contamination systémique des tubercules & partir des

tiges via les stolons.

Différents auteurs avaient déjd cherché & contaminer artifi-
‘ciellement les plantes feuiq.lées de pomme de terre, les derniers en date
étant WILSON et FOX (1975). La plupart des essals, notamment ceux de TODD
et ADAM (1967), avaient été faits sur des tiges endommagé€es, la blessure
induisant une réaction de 1'hdte empéchant l'extension du parasite, 1l'ino-
culation dans ces conditions n'aboutit qu'd une infection limitée & la
zone bless@e. Quant aux essais de contamination de plantes intactes, ils
n'avaient donné que des résultats négatifs, amenant les auteurs & conclure
gue le champignon devait &tre incapable de pénétrer dans les plantes.
I1 est probable que leurs échecs soient dus au fait que 1'humidité n'ait pas

été suffisante pendant les 24 heures qui suivaient le dépdt de l'inoculum.

Nous n'avons pas essgyé de détecter la contamination systémi-
que des tubercules fils cependant nous avons constaté que le taux de né-
crose des essals inoculés &tait trés supfrieur & celui des essais témoins.
Ceci indique que la contamination des plantes feuillées se transmet aux
tubercules fils. Cependant, dans le cas présent,nous ne pouvons pas ex-—
clure la possibilité d'une contamination par les pycnides apparues sur

les tiges avant l'arrachage, le mois de septembre 1973 ayant été trés pluvieux
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ITI. RESULTATS DES CAMPAGNES 1974 ET 1975

Cette seconde partie regroupe les résultats obtenus aprés deux
années d'expérimentation en champ et en laboratoire bien que leurs objec-—
tifs initiaux aient été différents. La raison en est la suivante : ces cul-
tures conduites de facon identique et contaminées selon le méme protocole,
ont donné 3 un an d'intervalle la premiére une récolte fortement contaminée,
la seconde une récolte peu contaminée pour des conditions de conservation
analogues. Les seules différences marquantes se situent au niveau des fac-—

teurs climatiques.

C'est pourquoi, 1l est apparu intéressant de les comparer par
rapport & la contamination de leur descendance aprés avoir exposé les ré-

sultats de chacune d'elles en fonction de leurs objectifs propres.

ITIA. CAMPAGNE 1974
A - ESSAIS EN CHAMP : IMPLANTATION ET REALISATION

1) Implantation et dispositif

L'objectif de l'essai était de suivre le devenir des contamina-
tions artificielles chez des plantes traitées par des fongicides considérés

comme systémiques, & la fois dans les tiges et dans la descendance.

Trois composés ont &té testés
1. le prévicure, fabriqué par la société Schering ;

2. le benlate dont la matire active est le bénomyl et qui est produit par
la firme Quinoléine ;

3. le tébuzate dont la matif€re active est le thiabendazole et qui est com-
mercialisé par la société Prochim.

Ces fongicides ont été appliqués soit uniquement par trempage
des tubercules avant la plantation, soit & la fois par trempage et par pul-

vérisation foliaire au stade de la levée ou de la tub&risation (tableau 5).



Tableau 6 : Comparaison d
d’essal de 1974 et 1975.

¢4 caractenistiques et des calendriiens des champs

Campagne 19Tk Campagne 1975
nature du sol limon argilo-sableux
(argile : 192 pour 1000)
antécédents culturaux 1971 : avoine 1973 : colza
1972 : colza 1974 : Dp1é
1973 : orge
fumure minérale organominérale
NPK : 122/119/376 (NPK:130/80/160) -
minérale
(NPK:130/80/160)
plantation 23 avril 9 mai

contaminations arti-

ficielles.

défanage

arrachage

conditionnement

dévut -de la conservation
a L4°c

& la levée : 31 mai

8 la tubérisation :
19 juin

chimique :

chlorate de soude

6 aoiit

colorants nitrés
13 aolit

8 la main : 16 septem—

bre

clayettes

20 novembre

la levée :
10 juin (racinaire)

[v24

- 17 juin (foliaire)

chimique
colorants nitrés les
4 aolit et 9 aolt

d la main : 25, 26,

27 aoflit

clayettes

15 octobre

oo e
BUS

AN
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Tableau 5 : Trhaitements fongicides testis en 1974 : doses et
modes d ' application.

Fongicide
, e s
Mode d'application Prévicure Tébuzate Benlate
(Schéring) (Prochim) (Quinoléine)

dose TOO ml/hl 400 g/n1 Loo g/n1
trempage

durée S mn 15 mn 5 mn
pulvérisation
Poliaire 2290 ml/ha 750 g/ha 400 g/ha

Les inoculations artificielles réalisées selon la méthode mise
au point l'année précédente, & la levée, & la tub&risation ou & ces deux

stades, suivaient les traitements de 7 & 10 jours.

Aux treitements correspondait un témoin non traité et aux con-
taminations un t&moin non inoculé. Chaque essai comportait donc 16 parcel-
les de L0 pieds, séparées des voisines par des’ allées de 1,50 m de large.
A 1l'intérieur des parcelles élémentaires, les pieds étaient disposés comme
dans l'essai de 1973. Afin d'éviter les effets de bordure, 4 routes de

pommes de terre appartenant & la vari&té€ Spartaan encadraient 1'ensemble.

Les caractéristiques de l'essai sont rassemblées dans le
tableau 6.

2) Calendrier

Les traitements par trempage ont été appliqués le 19 avril et
la plantation a eu lieu le 23 avril. Les dates de pulvérisations foliaires
sont le 2k mai pour les traitements de levée et le 11 juin pour les traite-
ments de tubérisation. Les plantes ont été inocul€es aprés traitements

le 31 mai et le 18 juin.

Tous les essais ont été défanés chimiquement, une premiére fois
au chlorate de soude le 8 aolit, une seconde fois aux colorants nitrés le
13 aolit. Les tubercules arrachés le 16 septembre ont &té conservés & 4°C
3 partir du 20 novembre, et entreposés entretemps & la température ambiante
des locaux de la S.I.C.A. .
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3) Prélévements et tests effectués sur les plantes feuilldes
a) apres Les contaminations arntifdicielles

La pénétration de Phoma exigua var. foveata aprés l'inoculation
a été contrdlée par rétroculture de plantes contaminées, T & 12 jours aprés

le d@épdt de la suspension de spores.

b) en cours de végétation et apris défanage

L'extériorisation des pycnides a été observée dans 3 conditions
différentes
- sur pieds entiers prélevés au cours de la végétation le 19 juillet et

placés ensuite au pourrissoir afin de favoriser le développement des cham-
pignons; au mois de septembre, les pycnides &taient présentes sur les fanes.

-~ sur des tiges prélevées le 13 aofit, 5 jours aprés le premier défanage au
chlorate de soude. Ces tiges n'étaient pas sé€ches mais seulement flétries
et les pycnides n'étaient pas formées, mais s'extériorisaient 10 jours aprés.

- sur des tiges prélevées le 26 aolit, 13 jours aprés l'application des co-
lorants nitrés. Au moment de l'échantillonnage, ces fanes étaient complé-
tement séches, blanchies et ponctuées de pycnides brumes.

Le premier é&chantillon ne concernait que les essais non traités

soit 9 plantes par condition de contamination et 9 plantes témoins.

Les deuxiéme et troisiéme prélévements, composés de tiges appar-
tenant & des plantes différentes, comptaient respectivement 1ik et 192 tiges

soit 3 et U tiges par parcelles élémentaire.

Botrytis cinerea Pers. et Alternaria solani Sorauer &taient
présents en abondance sur de nombreuses tiges . C'est 12 une caractéristique

d'année humide .

4) Prélévements et tests effectufs sur tubercules

Par les tests de détection de Phoma exigua var. foveata sur
la descendance des plantes inocculfes artificiellement, nous avons cherché
a4 déterminer de quelle fagon les tubercules pouvaient &tre contaminés par
le parasite présent dans les tiges. Pour cela, nous avons utilisé la métho-
de des rétrocultures a la fois sur précultures et sur tubercules. Une par-
tie du travail a été faite sur des échantillons prélevés au cours de 1'été
avent la récolte des essais, l'autre durant l'hiver sur l'ensemble des

tubercules mis en conservation.
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a) tests sun précultures

Quatre séries de précultures ont été réalisées dans les serres
de la S.I.C.A., entre septembre et mars, les 3 premiéres sur des préléve-
ments effectués avant la récolte et suivis de traitements de levée de dor-

mance, la derniére & la fin de la conservation sans passage 4 la Rindite.

a-prélévements avant la récolte : ces prélévements avaient pour

objet une détermination précoce de la contamination qui puisse &tre effec-
tuée en méme temps et de la méme fagon que les précultures pour le classe-—
ment des plants. Des &chantillons de tubercules ont été prélevés dSs que leur
développement a été suffisant, gu nivesu des parcelles inoculées artificielle-
ment et témoins , qui n'avaient regu aucun traitement fongicide .

- le 19 Juillet et le 13 aolit, en méme temps que les tlges, donc avant
l'apparition des pycnides ;

- le 9 septembre, une semaine avant 1l'arrachage.

le traitement & la Rindite ne pouvant &tre appliqué immédiatement sur des
tubercules récoltés prématurément, un délai de 30 & 40 jours &tait néces-
saire avant la plantation des oeilletons germés. Les dates de plantation
des divers prélévements ont donc &té respectivement le 31 aolit, le 19
septembre et le 9 octobre. Chague série comptait 10 témoins sur un minimum
de 35 plantes. Le taux de contamination de ces précultures a été &évalué

par rétroculture des tiges, 10 & 20 jours aprés la levée.

B~prélévement en cours de conservation : la derniére série de
précultures comptait 120 tubercules au total, représentant les différentes

conditions d'inoculation. Ces tubercules n'avaient pas &té conservés & L°C
mais placés & 20°C au mois de novembre. La germination était suffisemment-
avancée au mois de janvier pour que les oeilletons puissent €tre plantés

sans levée de dormance artificielle.

b) Les tests sun tubercules

Nous avons évalué la contamination interne de la descendance
de nos essais par rétroculture de tubercules apreés désinfection. Ce test
a été réalis€ pour l'ensemble des conditions entre novembre et décembre

sur 30 tubercules par parcelle &lémentaire.
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B - ESSAIS EN CHAMP : RESULTATS

1) Vérifications des contaminations artificielles

Réalisées 7 & 12 jours aprés les inoculations au stade de la
levée, les rétrocultures ont révélé des taux de contamination de 35 et
55 %, le parasite restant localisé & la base des tiges. Au moment du
second prélévement, deux plantes commencaient & tubériser, leurs stolons,
mis en rétroculture comme les tiges, se sont également révélés porteurs

de Phoma exigua var. foveata.

Le méme test, pratiqué 12 jours aprés les inoculations au stade
de la tubérisation, a montré que Phoma exigua var. foveata perasitait 75 %
des plantes et 70 % de leurs stolons (tebleau 7).

les plantes testées provenaient & la fois des essais traités
et non traités ; nous n'avons enregistré aucune différence dans la péné-
tration et la migration du champignon en relation avec 1l'application des

fongicides.

Tableau 7 : Pouncentage de plantes ayant donné des nétrocul-
Tunes de tiges positives aprids contamination artigicielle.

(a)

Date de prélévement

Contamination & la
levée (31 mai)

Contamination 2 la tu{
bérisation (18 juin)

=

6 juin

(7T jours aprés 37,5
1'inoculation)

11 juln (b)
(12 jours apres 5T,5

1'inoculation)

30 Juin
( 12 jours apres
1l'inoculation)

75(c)

(a) chague prélivement compitait 28 plantes.

(B) deux plantes commencaient & tubBrisen ; festés Lewrs stolons

ont donnZ des nétrocultunes positives.

(c) foutes Les plantes possedaient des stolons, 70 % des stolons
des plantes contaminées ont donne des nétrocultures positives.
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2) Etude des fanes

Examinées au mois d'octobre, toutes les plantes entiéres et
toutes les tiges venant des parcelles contaminées portaient des pycnides
de Phoma exigua var. foveata indépendamment des traitements fongicides,
de la date de prélévement et des conditions de dessiccation. Un certain
nombre de tiges témoins, 20 % environ, s'est également révélé contaminé
(tebleau 8) mais il faut remarquer que les pourcentages d'infection des
tiges se basent uniquement sur le critére présence ou absence des pycnides,
sans tenir compte de l'importance réelle de la contamination. En effet, les
pycnides exceptionnellement sbondantes sur les plantes inoculées qu'elles
couvraient en partie, étaient peu nombreuses sur les tiges témoins, se li-

mitant & la base de ces tiges.

Tableau § : Taux de plantes et de tiges portant des pycnides
de Phoma exigua var. foveata poun difgérentes conditions de
prélevement et de dessichement des tiges.

\ 1 2 3
Percelles contami- 100 % 100 % 100 %
nees
Parcelles témoins 20 % 30 % 19 %
1 : prélevement en viégétation active
2 : prélevement apres fe premien défanage au chlorate de Soude
3 : prélevement apris Le second défanage aux colorant nitriés.

Remarque : ces valeurs ne tiennent compte que de fa prZsence des pyenides
de Phoma exigua var. foveata et non de Leur abondance. '

3) Résultats des précultures avec traitement & la Rindite

La premiére série de rétroculture n'a porté que sur les tiges
des précultures, les deux autres sur les tiges et les oeilletons au point
d'émergence des tiges. Nous avons constaté qu'un nombre important de plan-
tes issues de la descendance des essals inoculés était contaminé mais que
souvent, le champignon demeurait dans l'oeilleton sans migrer dans les
tiges, d'ol les différences enregistrées entre la premiére série et les

deux suivantes (tableau 9).



Tableau 10 : Powrcentage de nétrocultunes de Zubercules positives en fonc-
tion des conditions de contamination.

contamination levée tiigizsa:ion tubérisation témoin
parcelles

traitées 42,1 23,1 56,5 34

parcelles non

traitées ko 39,3 35,1 3,6

moyenne k1,5 L6,2 45,8 3,5

Tableau 11 : Pourcentage de rétrocultures de tubercules positives dans La
descendance des essais inoculés, en fonction des traitements appliqués.

Mode d'application FONGICIDE Moyenne
Prévicure Benlate Tébuzate

Enrobage 46,8 43,5 L1,9 43,6
Enrobage + pulvérisa- )
tion levée 60,5 55,7 67,3 60,3
Enrobage + pulvérisa-— L
tion tubérisation k5 2551 b, ko, k
Moyenne 49,6 53,8 53,1 52,7

Les moyennes sont faites sur 90 tubercules




*SUO}OTTTo0 SOT 39 S38T} SO Jns SN0 J9 1833 = (B)

001 - 001 saqwaidas 9| €
0% + ool saquegdss 6 2
fh + 0 quno® ¢} L
- - T T T uswaAgTax TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT YT T T T
() SoguTwBy 29 Tputy np juswou ne sapTuohd anﬁm>mﬁwhm sp 99%e(d 9TJIg
-~uod saanjrThogad op 9 BT B JUSWI}TBIY], sop juejgod sa81q 9P ¢

*YAYOOUY YVYYO
gop 2UDPUDOYIP VY WNY 922973V Soumyymogwd 2p §ornay vopuou2}§yp vop uosypvypduo) : ¢| Muagqv]

, » S93UTWe3UOD
001 96 001 ) somymossd op 4
|||||||||||| 1 uoryestasany | -1 -
uoT3esSTIZANY BT BT 99 99A9T ®BT 29A8T BT uToW3,
B UOTHBUTWBIUOD ® UOTJBUTWBLUO) | B UOTIBUTWERUOD

*§2YNOYIGNY YIP FUUIY YD)
qUPY YaNUYqo K INORYd $2P UOYIPUWIDIUOD VY P dYNFYMOOYYRY ¥vd u0YYmmaval i 7| MIyqu]




L9

Tableau 9 : Evaluation en pourncentage de La contamination des
precultures obtenues apnes trhaitement des tubercules & La

Rindite.

Prélévement v 1 2 3
Parcelles té&moins 0 0 0
Parcelles inoculfes 18,7(a) hh(b) 50(b)

1 : prnelevement Le 19 juillef, plantation Le 31 aout

2 : pnelevement Le 13 aout, plantation Le 19 sepilembre
3 : prélevement Le 9 septembre, plantation Le 9 octobre.
a
b :

: netnoculiunes sun tiges
: nitroculiunes sun tiges et oellletons.

Ces résultats démontrent que la contamination des tubercules
s'est faite au cours de leur développement, avant 1'apparition des pycni-
des qui n'étaient pas formées au moment des deux premiers prélévements.
Cette contamination n'a son origine ni dans le plant ni dans le sol puisque
les témoins ont donné des rétrocultures négatives. I1 faut en conclure
gu'elle provient de la transmission de 1l'inoculum présent dans les tiges
et apporté artificiellement & la levée ou la tubérisation des plantes

feulllées.

4) Résultats des rétrocultures de tubercules

Les taux de contamination déterminés aprés désinfection des
tubercules sont €levés pour l'ensemble des essais inoculés artificielle-
ment, soit L0 & 50 %, alors qu'ils n'atteignent pas 4 % pour les témoins
(tableau 10). Le stade de développement des plantes meres au moment de
1'inoculation artificielle ne semble pas intervenir sur la contamination

des tubercules fils.

La descendance des essais traités s'est révélée aussi conta-
minée que celle des essais non traités, quel que soit le fongicide testé,
prévicure, benlate ou tébuzate et son mode d'application, trempage ou
pulvérisation (tableau 11). Ces produits n'ont donc empéché ni la pénétra-
tion de 1l'agent pathogéne dans les plantes ni sa transmission aux tubercu-
les fils.
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5) Résultats des précultures sans levée de dormance arti-

ficielle
Cette série de précultures obtenues sans traitement des tuber-
cules & la Rindite a levé de facon trés hétérogéne et les cultures, qui por-

taient sur les tiges et les oeilletons , se sont réparties sur février et

mars.

Pour la descendence des essais inoculés, presque toutes les
rétrocultures ont donné des résultats positifs : 96 & 100 % de plantes conta-
minées ; pour les essais témoins, 70 % des plantes se sont révélées para-

sitées par Phoma exigua var. foveata (tableau 12).

Ceci &tant dit, il est nécessaire de faire une distinction
entre la contamination des témoins ol peu de tiges et, dans ces tiges, beu
de fragments étaient porteurs de Phoma exigua var. foveata et celle des
essais inoculés qui &tait beaucoup plus importante quant au nombre de tiges

et de fragments parasités.

S8i on compare les résultats de ces derniéres précultures effec-
tuées sans levée de dormance et ceux des précédentes séries réalisées dans
des conditions identiques mais avec des tubercules prélevés avant la récolte
et traités & la Rindite, on constate que leur taux de contamination est

beaucoup plus important (tableau 13).

A priori, ces écarts pouvaient s'expliquer :

- soit par une augmentation du potentiel infectieux des tubercules entre
les différentes dates de prélévement ;

- soit par un effet secondaire du traitement & la Rindite, composé considé-
ré comme toxique pour l'homme et les animaux,sur la contamination des tu-
bercules.

En admettant la premidre hypothése, la dispersion de l'inocu-
lum présent sur les tiges aprés le défanage pouvait &tre & l'origine d'une
augmentation du potentiel infectieux. Dans ce cas, on s'explique mal les
faibles différences de contamination des séries 1 et 2, la premiére ayant
été prélevée avant l'apparition des pycnides et la seconde 20 jours apre€s
qu'elles se soient extériorisées. On ne peut pas davantage interpréter
les &carts entre la contamination des séries 2 et 3 prélevées & 1 semaine
d'intervalle (tableau 13).

Par contre, les différences apparaissent nettement entre les

séries traitées ou non traitées & la Rindite qui semble agir comme un
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désinfectant de surface. Test@e en laboratoire sur des tubercules contami-
nés, elle s'est révélée presqu'aussi efficace que la désinfection & 1'hypochlio-
rite. Ce dernier point explique la similitude des résultats obtenus avec

les précultures traitfes & la Rindite et les rétrocultures de tubercules.

La contamination des tubercules provenant des essais témoins
semble €tre principalement externe, puisque le test rétroculture sur tu-
bercules n'avait révélé qu'un taux de contamination de 4 %, et que les
précultures traitées d& la Rindite avaient donné des résultats négatifs.

I1 est probable gqu'elle soit due & la dispersion de l'inoculum présent sur

les tiges aprés le défanage, mais nous ne pouvons en préciser l'origine.

6) Taux de nécroses dues & Phoma exigua var. foveata & la

fin de la conservation

‘Au mois de mars, le reste des essais a été trié afin de sé-
lectionner les tubercules destinés & €tre replantés et de déterminer 1'in-

cidence de la gangréne.

Malgré l'importance de la contamination latente détectée en
conservation, peu de tubercules se sont nécrosés, moins de 1 % pour les

témoins, 5 3 8 % pour la production des essais inoculés.

Ces faibles pourcentages de tubercules nécrosés par rapport
au taux de tubercules contaminés montrent & quel point les mesures qui
aménent une diminution du nombre des blessures au cours de l'arrachage,
du conditionnement et de la conservation, permettent de limiter 1'appa-~

rition de la gangréne.

C -~ INTERPRETATION ET DISCUSSION DES RESULTATS

Les contaminations artificielles ont la méme évoliution en champ
qu'en serre : le champignon pénétre rapidement dans la plante, migre dans
la tige et les stolons ol on le met facilement en &vidence 12 jours aprés
l'inoculation. L'examen des fanes indique que toutes les plantes inoculées
_ portent des pycnides de Phoma exigua var. foveata, bien que seulement 50

a4 75 % des rétrocultures sur tiges aient donné des résultats positifs. Il
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est probable que ces différences soient dues aux difficultés de réalisation

du test rétroculture sur des plantes cultivées en champ.

Les tests sur précultures,aprés levée de dormance & la Rindite
des tubercules prélevés avant l'apparition des pycnides, indiquent que

la descendance des plantes inoculées est contaminée de fagon précoce.

Ces deux observations, présence de Phoma exigua ver. foveata
dans les stolons dés leur formation et mise en évidence de la contamination
des tubercules au cours de leur croissance en l'absence de tout autre
source d'inoculum que l'infection sans symptOmes des tiges, montrent que
1l'agent pathogéne peut €tre transmis de fagon systémique des tiges aux

tubercules par l'intermédiaire des stolons.

Les effets secondaires sur la contamination externe des traite-
ments & la Rindite, qui agit comme un désinfectant de surface, ainsi que
les rétrocultures de tubercules désinfectés prouvent que le champignon est
dens le tubercule, bien que peu profond, contrairement aux id€es admises

jusqu'a présent.

Toutefois, en comparant les résultats obtenus avec les diffé-
rentes méthodes de détection de Phoma exigua var. foveata, il apparait
nécessaire de nuancer l'interprétation des modalités de la contamination.
En effet, les tests sur précultures obtenues sans traitement & la Rindite,
donc sans élimination de l'inoculum externe, révélent que celui-ci peut

€tre trés important.

CONCLUSION

Par conséquent, le potentiel infectieux d'une récolte doit
tenir compte :

- de 1'inoculum, que nous nommerons primaire, qui est transmis de fagon
systémique des tiges aux tubercules par 1l'intermédiaire des stolons. Ce
mode de contamination se réalise au cours du développement des tubercu-
les et des plantes ;

- de 1'inoculum que nous nommerons secondaire, présent dans le sol ou & la
surface des tubercules au moment de l'arrachage, cet inoculum qui résulte
principalement, dans nos essais tout au moins,de la dispersion de 1'in-

fection des tiges aprés le défanage, est responsable d'une contamination
tardive.
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Le faible nombre de nécroses apparues au cours de la conser-
vation, malgré le taux €levé de contamination des tubercules, souligne

1'importance du facteur blessure dans 1l'incidence de la gangréne.

ITIB. CAMPAGNE 1975

A - ESSAIS EN CHAMP : IMPLANTATION ET REALISATION

1) Implantation et dispositif

En 1974, nous avions démontré les possibilités de contamina-
tion systémique des tubercules & partir d'inoculations artificielles par
voie foliaire. L'année suivante, nous avons essayé de déterminer 1'influen-
ce du mode de contamination des plantes sur le taux de Phoma exigua var.

foveata présent dans la descendance.

Une partie du champ d'essai a €té plantée avec des tubercules
contaminés prélevés dans les essais de 19TL, inoculés artificiellement
8 la levée, & la tubérisation, & la levée et la tubérisation. En méme
temps, nous avons plenté des tubercules des essais témoins que les tests
.de détection de Phoma exigua var. foveata avaient révélé fortement conta-

.z
mines.

L'autre partie a été réalisée avec du plant hollandais puis
inoculée & la levée soit par voie foliaire selon le processus habituel soit
par voie racinaire. Ces derniéres contaminations sont faites en arrosant
d'une suspension de spores et de mycé€lium de Phoma exigua var. foveata
les racines des jeunes plantes, apres les avoir soigneusement dégagées.

L'efficacité de cette méthode avait auparavant &€té contrdlée en serre.

A la fin du mois d'avril, peu de temps avant la plantation,
nous avons déterminé le taux de contamination interne des différents lots
prélevés dans les essais de 1974 et celui des tubercules hollandais pré-

sumés sains (tableau 14).

Chague condition de contamination, racinaire, foliaire, plant
infecté et témoin &tait représentée par 8 parcelles de 40 pieds disposés
comme dans les essais précédents. Les caractéristiques du champ sont men-

tionnées dans le tableau 5



5k

Tableau 14 : Taux de contamination des tubercules plantis
en 1975, déterminé en avill parn Le test nétroculture.

L. Pourcentage de rétro-
Série ..
cultures positives

Elite Hollande 5a 10

1 48

2 50

3 57

L 10
1,2,3,4 = descendance des essais de 1974

plantes contaminées
plantes contaminées
= plantes contaminées
iLemoins .

La Levie
La Levie et 4 La tubirnisation
La tubdrisation

B & I
oo
[V ST~

2) Calendrier
La plantation a été effectuée tardivement, le 9 mai, en raison

de 1'état des sols aprés l'automme trés pluvieux de 197hL.

Lles contaminations racinaires ont &té réslisées le 10 juin,
les plantes étant & peine levées, et les contaminations foliaires le

17 juin.

Les essais ont &té défanés chimiquement aux colorants nitrés
les 4 et 9 aofit. Les tubercules ont été€ récoltés & la main les 25, 26 et
27 aoflit, directement conditionnés en clayettes. Avant d'8tre conservés &
4°C 3 partir du 15 octobre, ils ont été stockés 3 la température ambiante

des hangars de la S.I.C.A.

3) Prélé&vements et tests effectués sur les plantes feuillées

a) aprnes Les contaminations arntigicielles

La réussite des contaminations artificielles a &té vérifiée par
rétroculture de plantes inoculées entre le 17 juin et le 4 juillet. En
méme temps nous avons vErifié le taux de Phoma exigua var. foveata des

plantes issues des tubercules contaminés et des témoins.



Tableau 15 : Pourcentage de nétroculturnes positives effectudes sur des plantes
shues de tubercufes contamings ou inoculds arntificiellement

Sérs % de plantes con- | % de tiges attein-| Etat du tubercule mére au
€ taminées tes dans les plan—| moment du prélévement
tes contaminées

ER(a) 7,7 60,1 sain

gr(2) 97,7 74,3 sain

E(a) Ly k4 21,7 sain

1(b) 100 75,6 nécrosé dans 38% des cas
2(b) 100 66,2 nécrosé dans TT7% des cas
B(b) 100 kg,2 nécrosé dans 66% des cas
h(b) TT,7 30,2 nécrosé dans 38% des cas
a = 45 plantes testles en 3 prélevements, 7 a 30 journs apnes L'inoculation
b = 18 plantes testées
ER = contamination racinaire
EF = inocuwlation foliaire

E = ALeémoin

1

2 descendance des essais inoculds en 1974

3

4 emoin 1974.

gL
ey

A%



b) au moment du déganage
La contamination des tiges a €té observée au mois d'octobre
sur deux prélévements

- 1'un réalisé au cours de la végétation avant le premier défanage les
2,3 et 4 aolit. Les tiges vertes au moment du prélévement ont été entrepo-
sées dans les locaux de la S.I.C.A. jusqu'au mois d'octobre ;

- l'sutre effectué aprés l'apparition des pycnides, 7 & 8 jours aprés la
seconde application de colorants nitrés, c'est & dire du 16 au 18 aofit.

4) pPrélévements et tests effectués sur tubercules
La contamination de la descendance des essais a été déterminée
comme 1'année précédente par rétroculture de tubercules et de précultures

obtenues aprés la levée de dormance & la Rindite.

B - ESSAIS EN CHAMP : RESULTATS

1) Vérification des contaminations artificielles

Toutes les plantes issues de la descendance des essais inocu-
18és en 1974 donnent des rétrocultures positives et leurs tubercules meres
se nécrosent dans le sol peu de temps aprés la levée (tableau 15), les
témoins correspondants sont contaminés & TT % ; ces résultats coincident
exactement avec ceux des précultures effectuées en serre sur ces lots sans

traitement & la Rindite en janvier 1975.

Par contre, le test par rétroculture avant la plantation
(tebleau 14) avait révélé un taux de contamination légérement supérieur,
notamment pour les témoins, & celui que nous avions décelé en novembre
au début de la conservation de ces tubercules (tableau 10). Cela est peut
gtre du au fait qu'en avril les lots étaient germés, la germination pou-
vant, d'aprés les données bibliographiques, favoriser la pénétration de

1'inoculum externe.

Un pourcentage &levé de plantes inocul€es artificiellement par
voie foliaire ou racinaire donne &galement des rétrocultures positives ;
L % des plantes témoins apparaissent contaminées mais peu de tiges sont
atteintes. Ce dernier pourcentage montre que le plant hollandais présumé

sain n'était pas en fait exempt de Phomg exigua var. foveata. Par ailleurs,
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le test rétroculture effectué avant la plantation avait révélé que 5 i

10 % des tubercules étaient contaminés de fagon interne.

2) Etude des fanes

Aucune pycnide n'a &té observée sur les tiges prélevées avant
les défanages. Afin d'éviter la prolifération d'dltermnaria solani et de
Botrytis cinerea qui en auraient géné 1l'observation, nous avions mis ces
tiges vertes au moment de 1l'échantillonnage & sécher dans les hangars de
la S.I.C.A. C'est ce maintien dans des conditions insuffisantes d'humidité
qui a emp&ché l'extériorisation de la contamination, puisque en champ les
pycnides se sont rapidement formées sur les plantes défanées aux colorants

nitrés.

Contrairement aux années précédentes, les tiges témoins présen-
taient autant de pycnides que les tiges des plantes contaminées artificiel-
lement ou par l'intermédiasire du plant (tableau 16). Cependant, les pycni-
des observées n'appartiennent pas toujours & Phoma exigua var. foveata et

dans 50 % des cas sont dues & Phoma eupyrena.

Cette derniére constatation est importante parce qu'elle dé-
montre qu'il est impossible de se baser sur l'observation des fanes pour

évaluer le potentiel infectieux d'une récolte.

Tableau 16 : Pourcentages de tiges pontant des pycnides
de Phoma spp. apnes défanage chimique aux coforants nitriés,
dans L'essal de 1975.

Série EF ER E 1 2 3 L

% de tiges por-
tant des pycnides| 70,2 82,5 86 66 T4 57 82
de Phoma spp.

250 tiges obsenvies en moyenne par sénie.

EF = essadls contaminés pan vodle foliaire
ER = essals contaminés par vodle racinaire
E = ELite Hollande - témoin
1-2-3 = descendance des essais Lnoculés en 1974
4 = témoin des essals 1974.
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3) Résultats des précultures

Les tubercules arrachés i la fin du mois d'aofit ont ét€ trai-
tés 4 la Rindite en septembre et octobre afin d'€tre plantés en serre en

octobre et novembre.

Les tests sur précultures ont fait apparaitre un taux de con-
tamination trés faible pour l'ensemble des essais, que ce scit dang la
descendance des plantes inoculées artificiellement ou celle des tubercules
contaminés. Dans ces deux conditions, nous n'avons obtenu que 11 et 13 % en
moyenne de précultures positives. La production des essais témoins et
celle des tubercules prélevés dans l'essai témoin 1974, apparaissent plus
faiblement contaminées encore que les précédentes soit 8 et 6 % de pré-

cultures positives.

Ces résultats sont les moyennes de 3 prélévements, 20 plantes

par condition de contamination étaient testées pour chacun d'eux.

L) Résultats des rétrocultures de tubercules

les résultats représentent la moyenne des L prélévements réa-
1lisés au cours de la conservation en octobre, novembre, février et mars,

chaque échantillon comptant 90 tubercules apparemment sains (tableau 17).

Les taux de Phoma exigua var. foveata présent dans les tubercu-
les sont trés faibles et il y a peu de différences entre la descendance des
parcelles inoculées artificiellement ou plantées avec des tubercules con-

taminées et celle des essais témoins.

Tableau 17 : Pourcentage de nétrocultures positives sun tuber-
cules dans L'essai de 1975.

Condition de
contamination

% de rétro-
cultures 9,6 10 6,7 8 8,3 8,5 6
positives(a)

contaminations foliaines - ER = contaminations racinaires
témoin - 1 -2 -3 = descendance des essals inoculiés en 1974
4 = témoin des essals de 1974

(a) moyenne de U4 préldvements portant chacun sur 90 tubercules.

EF
E

1]
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C - INTERPRETATION ET DISCUSSION DES RESULTATS

Les différents modes de contamination expérimentés, voie
racinaire, voie foliaire, tubercule mére, ne semblent pas avoir eu d'in-
fluence sur l'infection des tiges puisque Phoma exigua var. foveata est
présent dans la plupart des plantes inoculées ou issues de tubercules

contaminés.

Cependant, malgré la réussite des inoculations artificielles
et le taux de contamination du plant issu de l'essai de 1974, les tuber-
cules fils se sont révélés peu contaminés : 10 % dans la descendance des
plantes inoculées et 8 % pour la production des tubercules porteurs de
Phoma exigua var. foveata. Cela indique une faible transmission de 1'ino-
culum présent & la base des tiges aux tubercules par 1'intermédiaire des
stolons et démontre gu'il ne suffit pas que les plantes méres soient conta-

minées pour que les tubercules fils le soient également.

Parallélement, 1l'extériorisation des pycnides sur les tiges
a été trés irréguliere et le taux de nécroses dénombrées 3 la fin de la
conservation, au mois d'avril, &tait négligeable, moins de 1 % pour l'en-

semble des essais.

IIIC. COMPARAISON DES CAMPAGNES 1974 ET 1975

Ainsi que nous venons de le voir, ls descendance des essais
plantés en 1974 s'est révélée fortement contaminée contrairement aux tu-
bercules fils récoltés en 1975 qui montraient des taux de Phoma exigua

var. foveata faibles.

Ces deux essais présentaient cependant de nombreuses analogies

- 1'expérimentation en champ avait &té€ . conduite de la méme facon, les tech~
niques culturales et les modes de conservation des tubercules &taient
identiques ;

- dans les deux cas, nous avions controlé par rétroculture que le parasite
était présent dans les plantes feuillées inoculées artificiellement ou
issues de tubercules contaminés.
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Malgré cela, leurs résultats ont &té trés différents :

- & partir de l'infection massive des tiges, de nombreux tubercules ont &été
contaminés de facon systémique en 19Th. Il s'est avéré 1'année suivante

que cette transmission du parasite par voie interne ne s'était que médio-
crement réalisée ;

- la quantité d'inoculum externe susceptible de contaminer les tubercules
entre le défanage et 1'arrachage a varié dans le méme sens : en 1974, toutes
les fanes des essals inocul@s portaient des pycnides de Phoma exigua var.
foveata ; en 1975, cette extériorisation était moins importante et moins ré-
gulidre.

I1 nous est donc apparu que lﬁ présence du parasite dans les
plantes méres n'était pas une condition suffisante pour que les tubercules
fils soient contaminés . Par conséquent, d'autres facteurs devaient intervenir
sur la contamination des tubercules . Ces résultats nous ont amenée 2 comparer

la température et la pluviométrie de ces deux années.

Nous avons tout d'abord constaté que les mois de juin, juil-
let et aolit avaient dans l'ensemble &té plus chauds et plus secs en 1975
gqu'en 1974 (relevés journaliers de température et de pluviométrie en

1974 et 1975).

Ensuite nous avons tout particuliérement remarqué que la plu-
viosité était importante en 1974, du 25 juin au 3 juillet, au moment ou
nous avons détecté le parasite dans les stolons au cours du développement
des tubercules 12 jours aprés les inoculations artificielles. Comparati-
vement en 1975, la pluviosité a été faible aprés les contaminations arti-
ficielles au début de la tubérisation , & la fin du mois de juin ; ma-
lheureusement, la détection du champignon n'a été faite cette annfe-1d que
sur les tiges et non sur les stolons. I1 semble cependant, d'aprés les
taux de contamination décelés sur tubercules désinfectés, qu'en 19TL la
forte humidité aprés les inoculations ait favorisé la transmission sys-
témique de l'agent pathogéne des tiges aux tubercules. A l'inverse, en 1975,
les faibles précipitations pendant la tubérisaton semblent avoir emp@ché ce

mode de contamination .

En outre, la pluviosité trés importante, en 1974, les deux se-
maines qui ont précédé la récolte, le 16 septembre, a augmenté la disper-
sion de l'inoculum présent sur les tiges 10 3 12 jours aprés le défanage,

augmentant les risques de contamination externe des tubercules. En 1975,



60

les pycnides n'étant apparues que peu de temps avant l'arrachage et les
précipitations ayant &t€ moindres, ces conditions ne se sont pas repro-

duites.

Il est intéressant de noter que l'évolution de la contamination
au niveau de nos essais en 19Tk et 1975 a reflété 1l'évolution de 1'épidé-
mie de gangréne qui a sévi dans la production de plant pour ces deux
années. En effet, & la fin de la campagne 1973, 50 % de le production de 1la
S.I.C.A. du Cap Gris-Nez avait donné lieu & des litiges principalement &
cause du développement de la gangréne ; l'année suivante, ce pourcentage
dépassait les 80 % au moment oll nos propres essais se révélaient fortement
contaminés. En 1975, trés peu de nécroses sont apparues dans les lots en
conservation, parallélement nous avons enregistré une faible contamination

de nos essais.

En conclusion, la maladie semble essentiellement tributaire
des conditions météorologiques et il ne faut pas oublier qu'en pratigue
le probléme de la gangréne se pose tout particuliérement dans les régions

froides et humides de 1'Europe Occidentale.

IV. CAMPAGNE 1976

A - EBSAIS EN CHAMP : IMPLANTATION ET DISPOSITIF

1) Implantation

Les précédents essais nous ont permis de mettre en évidence
la contamination latente des tubercules produits par les plantes inoculées
artificiellement par voie foliaire. Cette contamination qui est & la fois
interne, transmise par l'intermédiaire des stolons et externe, résultant
principalement de la dispersion de l'inoculum présent sur les tiges aprés

le défanage s'est avérée fortement dépendante des conditions climatiques.

Ces résultats &tant acquis, en 1976 nous avons étudié 1'inci-
dence de certains facteurs culturaux sur le potentiel infectieux des tuber-

cules et le développement des nécroses en conservation.
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Pour cela, nous avons adopté plusieurs dates de plantation et
d'arrachage ce qui situait les cultures dans des contextes différents no-
tamment vis-d-vis des conditions climatiques et faisait varier la durée

de maintien dans le sol des tubercules.

Tous les essais ont &t€ plantés avec le méme lot de tubercules
hollandais, considéré comme sain, d'un point de vue internme tout au moins .
aprés les résultats négatifs du test rétroculture pratiqué au mois de mars .
Une partie des essais a &té inoculée par voie foliaire & la levée , l'autre

a servi de témoin .

2) Dispositif
Les tubercules ont été plantés, & 15 jours d'intervalle, 2
trois dates différentes, qualififes les unes par rapport aux autres de

précoces, normales et tardives.

A chacune de ces dates correspondait une date de défanage,
90 jours aprés la plantation, cette durée de végétation représentant la du-

rée normale d'une culture de plant.

Enfin, les tubercules ont été récoltés & 3 dates différentes
considérées comme précoces, normales et tardives soit 10, 30, 50 jours

aprés la destruction du feuillage.

L'essai était disposé en split-plot & 3 répétitions, tant
pour les plantes contaminées que pour les plantes témoins. Les dates de
plantation constitualent les conditions principales et les dates d'arracha-

ge les conditions secondaires ( schéma 1).

Chaque parcelle élémentaire comptait U4 rangs de 25 pieds, seuls
les rangs centraux &tant pris en considération afin 4'éliminer tout effet
de bordure ; les pieds &taient plantés 3 intervalles de L0 cm et les rangs
espacés de TO cm ; des allées de 2 m de large séparaient les parcelles dans

le sens de la longueur.
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3) La conservation

les tubercules ont &té récoltés i la main, triés et calibrés ;

seuls ont été conservés les tubercules nécessaires aux tests de détection

du Phoma exigua var. foveata en conservation, choisis de préférence dans le
calibre 35/45 et complétés avec des tubercules de calibre 28/35 quand le

premier &tait insuffisant. Les essais ont &té placés & L4°C

a partir

du

25 novembre, aprés avoir été conservés 3 température ambiante dans les b&-
timents de la S.I.C.A.

4} Calendrier

Dates Contamination Défanage Arrachage

plantation précoce |normale | tardive
précoce

T avril 3 juin 8,9,20juillet {17 juil. | 5aofit |26 aofit
normale :
20 .avril 8 juin 20,22,29juillet {29 juil. {20aclit |8septem.
tardive

4 mai 22 juin 4,5 aolit 14 aofit |2 sept. |22septem.

5)_Prélévements et contrSles sur plantes ferillées

La contamination des tiges , aprés défanage, a €té &tudiée

sur des pieds entiers, 3 par parcelle &lémentaire, prélevés et examinés au

moment de chague arrachage.

6) Prélévements et tests sur tubercules

Le taux de Phoma exigua var.foveata présent dans la descen-

dance des essais a été déterminée

~ par rétroculture de tubercules , permettant d'obtenir le taux de contami-
nation interne. Ce test a &té réalisé sur 25 tubercules par parcelle élé-

mentalire;

~ par blessure, nous avons préféré abandonner les tests sur précultures,
parce que cette méthode &tait & la fois trop longue et trop délicate pour
pouvoir €tre appliquée sur un grand nombre de tubercules.
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Ce test a &té effectué sur un total de 50 tubercules par parcelle &lémentaire,

fractionné en plusieurs prélévements au cours de la comnservation.

T) Climatologie au Cap Gris-Nez durant la période des

essals agronomiques

L'année 1976 a connu une sécheresse exceptionnelle entrainant
une production anormalement faible des cultures de pomme de terre, qu'il
s'agisse du plant ou de la consommation (relevés de température et de
pluviométrie). Dans la région du Cap Gris-Nez, 3 un début de printemps
froid et sec, qui a retardé la levée des plantes, ont succédé trois mois
particuliérement chauds, juin, Jjuillet et aofit, dont les plantes ont

d'autant plus souffert que la pluviosité &tait presque nulle.

I1 est é&vident que ces conditions climatiques ont perturbé
les essais & la fois dans le développement des plantes et 1'évolution de la
maladie, ce qui situe les relations hdte ~ parasite dans un contexte trés
particulier, mais il nous est impossible 4'&valuer dans quellie mesure les

résultats obtenus ont été influencés par la sécheresse et la chaleur.

Nous avons cbservé au niveau des plantes feuillées et des
tubercules néo-formés des phénoménes de repousse, qui ont nécessité un
troisiéme défanage aux colorants nitrés. De plus, les tubercules produits
étaient déj3a fortement incubés au moment des arrachages en raison des
fortes chaleurs de 1'été, ce qui intervenait dans leur physiologie et

dans leur &volution en conservation.

B - ESSAIS EN CHAMP : RESULTATS

1) Etude des fanes

les tiges n'étaient pas encore séches au moment des arrachages
précoces, 10 jours aprés les défanages, et peu de pycnides étaient formées.
Dans le cas des essais de plantation précoce, nous n'avons observé aucune
pycnide au moment de la premiére récolte, mais T jours plus tard elles

étaient apparues sur 60 % des plantes et 30 % de leurs tiges. Par contre,
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30 et 50 jours apres le défanage, au moment des arrachages dits normaux et
tardifs, un nombre élevé de pieds et de tiges &tait visiblement parasité par

Phoma exigua var.foveata ( tableau 18 )

Ces observations confirment la réussite partielle tout au
moins des contaminations artificielles bien qu'elles n'aient pas toujours
&té réalisées dans des conditions optimales de température et d'humidité.
Ce fut le cas des inoculations des plantations normale et tardive, effectuées
dans des périodes défavorables & la fois chaudes et séches (relevé climato-
logique 1976).

2) Résultats du test rétroculture sur tubercules

Les taux de contamination déterminés aprés desinfection des
tubercules ne dépassent pas 5 % dans la descendance des essais témoins
alors qu'ils atteignent 11 & 18 % en moyenne dans la descendance des essais
inoculés artificiellement. Ceci montre qu'il y a eu une certaine transmis-
sion de 1l'inoculum aux tubercules fils bien qu'elle soit restée limitée

( Tebleau 19).

L'analyse statistique des résultats pour la descendance des
essais inoculés artificiellement indique qu'il n'y a pas de différences
significatives entre les taux de contamination en fonction des dates d'ar- )
rachage et de plantation (tableaux 19z et 19b )bien que les essais de
plantation normale et de plantation tardive semblent avoir des taux de con-

tamination légérement moindres.

Dans cet essai, la contamination latente des tubercules résul-
tant de la transmission systémique du parasite & partir des tiges infectées
sans symptomes, n'est pas 1liée 3 la date de plantation et & la durfe de

maintien dans le sol des tubercules.

3) Résultats du test blessure

Les taux de nécroses dles & Phoma exigua ver. foveata aprés
blessure ont été trés variables dans la descendance des essais inoculés
artificiellement selon les différentes dates d'arrachage et de plantation
soit 8,6 % & 50 % en moyenne (‘tableau 20), Dans la descendance des essais

témoins, 3 & 8''% des tubercules se sont nécrosés aprés blessure.

L'analyse statistique des résultats obtenus avec les tuber-

cules fils des essalis inoculés indique que les différences sont significatives
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au seuil de 1 % en fonction des dates d'arrachage et que 1l'interaction dates
de plantation x dates d'arrachage est significative au seuil de 5 % ( ta-
bleaux 20a et 20b).

Par conséquent, le potentiel infectieux global comprenant 1'ino-
culum interne et 1l'inoculum externe, qu'exprime le pourcentage de nécroses
aprés blessure, semble dépendre de la date d'arrachage donc de la durée
de maintien des tubercules dans le sol aprés défanage. Cependant 1l'interac-

tion significative indique que la date de plantation modifie cette relation.

C - INTERPRETATION ET DISCUSSION DES RESULTATS

Compte-tenu du contexte climatique peu favorable 3 la maladie,

il convient d'€tre prudent dans l'interprétation des résultats.

~

Dans cet essai, deux choses sont & considérer : le taux de
contamination interne représenté par l'inoculum I transmis de fagon systé-
migue et 1'&volution de la contamination latente en nécroses aprés blessu-

re.

1) Taux de contamination interne ou taux d'inoculum I

La contamination systémique des tubercules n'apparait pas
avolr &t€ influencée par la date de plantation. A partir de ces essais,
nous comptions obtenir des données concernant la transmission systémique de
1l'inoculum des tiges en fonction de différentes conditions d'humidité et
de température au moment de la tubdrisation. Malheureusement, le froid au
" mois d'avril qui a retardé la levée des plantations précoces et la sécheres—
se qui a ensuite freiné le développement des plantes ont en guelque sorte
annulé les effets des différentes dates de plantation. Cette transmission
ne semble pas davantage avoir &té influencée par les dates d'arrachage, qui
correspondent & différentes durées de maintien dans le sol des tubercules.
Cela concorde avec les résultats que nous avions précédemment obtenus

indiquant que le mode de contamination des tubercules €tait précoce.
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2) Evolution des taux de nécroses aprés blessure

Les effets des dates d'arrachage se répercutent & deux ni-
veaux : sur la physiologie des tubercules et sur leur potentiel infectieux

externe.

La maturité des tubercules dépend de la durée de leur maintien
dans le sol donc de la date d'arrachage et on considére que le développe-
ment de la nécrose est 1ié 3 1'état physiologique du tubercule (cf. bi-
bliographie). Dans le cas présent, ce facteur n'a pu avoir qu'une importan-
ce toute relative dans la réponse du test blessure. Les fortes chaleurs
de 1'été ont en effet accéléré la maturation et l'incubation des tubercules

ce qui a atténué les différences que nous aurions pu observer.

De la date d'arrachage dépendent les risques de contamination
‘externe des tubercules aprés le défanage. Au moment des arrachages préco-
ces, 10 jours aprés les applications de colorants nitrés, ils étaient mi-
nimes, les pycnides &tant peu ou pas formées sur les tiges. A ces récoltes,
correspondent les taux de nécroses les plus faibles pour chaque condition
de plantation. Les possibilités de contamination externe &taient plus im-
portantes 30 et 50 jours aprés le défanage, les pycnides s'étant extério-
risées sur les tiges. Mais, & partir de ces possibilités, la contamination
effective des tubercules ne pouvait se réaliser qu'aprés dissémination de
1l'inoculum présent sur les fanes. Cette dispersion des pycniospores &tant
principalement assurfe par la pluie, la contamination externe des tubercu-
les dépendait des conditions climatiques qui ont &té variables entre la
premidére récolte effectuée 30 jours aprés défanage et le dernier arrachage
tardif (relevé journalier des températures et de la pluviométrie en 1976).
Ces variations expliguent les interactions significatives entre les dates
d'arrachage et de plantation. La sécheresse ayant persisté jusqu'au
29 aofit, le potentiel infectieux des tubercules arrach@s avant cette date
était peu différent de celui des essais récoltés prématurémen*t. C'est le
cas de toutes les conditions de plantation précoce, et les tubercules ar-
rachés 10, 30 et 50 jours aprés le défanage donnent aprés blessure des taux
de nécroses peu différents. Le passage progressif d'une période s€che & une
période humide du 29 aolit au 16 septembre,jour des derniers arrachages, a

permis une dissémination plus ou moins grande de l'inoculum dU aux pycnides.
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La conséquence en a &té une augmentation de la contamination externe en-—
tralnant un accroissement du potentiel infectieux des essais, ce qui s'est
traduit aprés blessure par un taux plus élevé de nécrose. Cette &volution
de la contamination est particuliérement frappante pour les essais de plan-

tation tardive.

D - CONCLUSION

Les conditions climatiques exceptionnelles de 1976 n'ont pas
empéché la pénétration de Phoma exigua var. foveata dans les plantes feuil-
lées, encore que les inoculations semblent avoir réussi de facon inégale,

si on se base sur l'observation des tiges.

le taux d'inoculum interne présent dans les tubercules s'est
révélé relativement faible par rapport & la surcontamination apportée au
niveau des plantes. Ces résultats indiquent que les conditions n'ont pas
€té favorables & la transmission du champignon par voie systémique et il
semble que ce soit, comme en 1975, la conséquence d'une période s&che au mo-
ment de la tubérisation. ILe taux d'inoculum interne s'‘'est montré indépen-
dant des conditions de plantation et des dates d'arrachage, pour cet
essai. Par contre, la contamination externe des tubercules augmente en
méme temps que l'intervalle entre le défanage et l'arrachage si les con-
ditions climatiques permettent la dispersion de 1l'inoculum présent sur les

tiges.

Bien que ces essais ne se soient pas déroulés dans des condi-
tions optimales, ni pour le développement des plantes ni pour 1'évolution
de la maladie, ils nous ont permis de confirmer les résultats acquis an-
térieurement & savoir que la maladie était essentiellement tributaire des

conditions climatiques.



L égende

P : Essais de plantation précoce
N : Essais de plantation normale
T : Essais de plantation tardive

P1. : Dates de plantation
: Dates de contamination artificielle
: Dates de défanage

Ar. : Dates d'arrachage

1 : Arrachages précoces ( 10 jours aprés défanage )
2 : Arrachages normaux ( 30 jours aprés défanage )
3 : Arrachages tardifs ( 50 jours aprés défanage )

Température
1 : maxima
2 : minima
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Tableau 20 Pouncentages de nécroses obtenues apnes blessune
( Tableau nécapitubatif des essais inoculés antificiellement)

Conditions secondaires :
dates d'arrachage

- -5 - Moyenne
Précoce Normale Tardive
o
3
8 23 23,3 21,3 22,5
Y
(X} P
1]
.m o
m.m m 10,6 14,6 31,3 18,8
2% =
ok
~
a® | g
m. g m 8,6 2k ,6 50,6 28
g 0 B
8 4
O d
o
g
0 14,12 20,8 3k, k4
g

e Passage d'une période séche & une période humide.

Y
X
/

4

o

,‘j HO
LiLe:

\‘.l



Tableau 19a : Pourcentage de rnétroculitures positives sun tubercules dans La descendance des
essals Anoculés. Résultats parcellaires.

Conditions secondaires :
dates d'arrachage
"‘“‘: ““““““““ [T - - Total
Précoce Normale Tardive
1 20 16 12 48
8 2 16 20 ol 60
. v 3 16 2l 16 56
m Ay ———— N S ——t e
@ total 52 60 52 164
=
g9
g 8 1 12 8 20 Lo bloe |Total par
e B bloc
- o) 2 L 12 16 32 | b
a | d ¢ y
g ~ {8 3 8 2 2 1 132
S8 |8 B B
2o total 2k 28 62 11h 2 100
g g 1h7
o o 1 20 8 16 by
e 2 0 L4 b 8 total 379
g 3 17 xm 16 16 ko
8 - | I
total 37 28 36 101
TOTAL 113 116 150 379

Moyennes sur 25 tubercules
Tubercules conservés a 4°C a partin du 25 novembre
xm = estimation de La parcellfe manquante.




Tableau 19b : Analyse statistique des nésultats du test rnétroculture sur tubercules

Origine de la

Somme des

degrés de

variation carrés Libertd Variance |F.calculée F.thso;lque

P 4

Totgl. Dates de plan- 623 8

tation

blocs 128,11 2 64,0 0,7 9,55

Plantation 373,99 2 186,9 2,k 9,55

Erreur plantation 2kh9 h-1=3 83

Arrachages 93,88 2 46,94 1,96 3,98

Interaction. Planta-

tion x arrachage 227,2k b 56,81 2,37 3,36

Erreur arrachage 263,89 12-1=11 23,99

TOTAL GENERAL 1181 26

Il y avait une parcelle manquante dans les essais de plantation tardive, arrachage précoce, le résultat en a été es-

timé selon la formule suivante (LECOMPT, 1965) :

+ ky X'yy - X'y

kg x'y
x =
m (kB -
I1 faut alors enlever un degré de liberté
Xy, = résultat de 1l'estimation

ky

X'yv = total incomplet des parcelles qui ont la méme combinaison condition principale et condition secon-

1) (g - 1)

S 1]

a4 l'erreur.
de la parcelle manquante
nombre de conditions secondaires

daire que la parcelle manquante.
X'y = total incomplet relatif & la condition principale contenant la donnée manquante.
Vv Y p

la donnée manquante

kg = nombre de répétitions
X'y = total incomplet relatif & la condition principale contenant

89
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CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE

Tout au long de cette expérimentation, nous avons &tudié les
modalités de la contamination des tubercules & partir de 1l'infection systé-
mique des tiges. Si les risques de contamination externe aprés l'extériori-
sation des pycnides sur les fanes, sont bien connus, 1'éventualité d'une
transmission interne & partir des tiges parasitées &tait toujours restée
dans l'ombre. Dans un premier temps, l'objectif de notre &tude a été de
vérifier cette hypothése. Ce travail ne pouvait &tre entrepris sans disposer
d'une méthode fiable de contamination artificielle. A 1'inverse des auteurs
britanniques, nous sommes rapidement parvenue & mettre au point un protocole
d'inoculation des plantes feuillées, ce qul allait nous permettre de suivre
le devenir de Phoma exigua var. foveata dans la plante. Ainsi, nous avons
pu constater que le champignon, déposé & 1'apex, en présence d'une hygromé-
trie &levée, pénétrait rapidement dans la plante et migrait dans les tiges
et les stolons. Ces observations, suivies de la détection de 1l'agent patho-
géne dans des tubercules récoltés prématurément sans interaction possible avec
1l'inoculum résultant de l'extériorisation des pycnides, nous ont amenée &
conclure qu'il avait été transmis de fagon systémique aux tubercules par

1'intermédiaire des stolons.

I1 nous est ensulte apparu que le taux de contamination des tu-
bercules récoltés apres défanage pouvait &tre trés supérieur & celul des
tubercules prélevés avant la destruction du feuillage, les &carts résultants

de la dispersion de 1'inoculum présent sur les tiges aprés le défanage.

Par conséquent, les possibilités de contamination des tubercu-
les & partir des tiges parasitées par Phoma exigua var. foveata sont doubles
internes par une transmission systémique et précoce du champignon empruntant
la voie des stolons, externes et tardives aprés l'extériorisation des pycni-

des sur les fanes.
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Enfin, la comparaison des résultats obtenus aprés 3 années
d'essais consécutives nous a fait saisir l'importance des facteurs climati-
ques dans 1l'évolution de la maladie. En effet, nous avons constaté qu'une
période séche au moment de la tubérisation était défavorable 4 la transmis-
sion systémique du parasite et entralnait une diminution du taux de conta-
mination interne des tubercules . Par ailleurs, nous avons Vu qu'une pluvio-
sité faible entre 1l'apparition des pycnides et l'arrachage réduisait consi-

dérablement les risques de contamination externe .



T2

TROISIEME  PARTIE : MisSE EN EVIDENCE DE

METABOLITES PHYTOTOXIQUES DANS LES FILTRATS
DE CULTURE DE PHOMA EXIGUA VAR, FOVEATA

La comparaison des pouvoirs pathogdnes des deux variétés de
Phoma exigua Desm. responsables de la gangréne montre que la variété
foveata a non seulement un pouvoir de pénétration dans le tubercule supé-
rieur 3 celui de la variété exigua, mais qu'en outre sa progression y est

plus rapide.

En effet, aprés inoculation de tubercules blessés, ce qui €li-
mine les différences dues au pouvoir de pénétration, les nécroses dues &
Phoma exigua var. foveata se développent plus vite et sont plus &tendues
que celles causées par Phoma exigua var. exigua. A partir de ces observa-
tions, nous avons cherché si des produits du métabolisme du champignon
pouvaient €tre impliqués dans 1'évolution du processus nécrotique. Les

résultats de cette étude constituent le troisiéme volet de ce travail.

I. MATERIEL ET METHODES

Cette partie traite des modalités expérimentales générales ;
par la suite, ne seront mentionnées que les modifications qui ont 4fi leur

8tre apportées ainsi que les techniques propres 2 chague essai.
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A - LES SOUCHES : ORIGINE, CARACTERES, ENTRETIEN

1) L'origine

Dans les premiers essais, plusieurs souches de Phoma exigua var.
foveata ont été testées. Elles provenaient d'isolements récents effectués
sur des tubercules naturellement atteints de gangréne. Toutes possé€daient un
pouvoir pathogéne élevé et leur inoculation & des tubercules sains provoquait
la formation rapide de nécroses &étendues. Par la suite, n'obtenant pas de ré-
. sultats différents selon les souches, nous n'en avons conservé qu'une, cor-

respondant & l'isolement le plus récent.

2) lLes caractéres

Les cultures obtenues avec ces souches sont fortement pigmen-
tées ; leur inactivité sur les bactéries sensibles i l'antibiotique "E"
prouve qu'elles ne produisent pas ce compcsé ; par conséquent, contrairement
aux souches qui le synthétisent, les zones pigmentées en jaune virent immé-

diatement au rouge aprés addition de soude normale (LOGAN et O'NEIL, 1970)
ainsi que nous l'avons mentionné dans 1'étude bibliographigque.

3) L'entretien

les souches sont repiquées chaque mois sur tubes de milieu
gélosé 3 2 %, soit extrait de malt & 2 % soit eau de pomme de terre & 5 %,
glucosée 3 1 %. Les cultures sont msintenues & 18°C avec une alternance de

12 heures de lumidre et 12 heures d'obscurité.

B - LA CULTURE DU CHAMPIGNON : MILIEU ET CONDITIONS

1) Le milieu
le Champignon est cultivé en fioles de ROUX d'un litre, con-
tenant 100 ml de milieu liquide.

Au départ, nous avons utilisé un milieu & 2 % d'extrait de malt
Difco.Ce milieu donnait de bons résultats mais l'extraction des filtrats ob-
tenus était rendue difficile par la formation d'émulsions stables. C'est pourquoi
ce milieu a été abandonné au profit d'un milieu synthétigue qui ne présen-

tait pas cet inconvénient. Ce milieu, choisi arbitrairement, est le milieu
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mis au point par DEHORTER (1972) pour Nectria galligena, dans lequel le
maltose, qui est la source de carbone initiale, est remplacé par du glucose.

Sa composition est la suivante

= KH PO cevnrenennenennnenn. 0,8 g — GlUCOSE. v tvarrerroncennncnns 20 g
= MgS0) vt 0,250 g - Asparagine......ieeeinnnannn 180 mg
- NaHZPOh,HQO ................ 100 mg - Acide v aminobutyrique...... 300 mg
L P 50 mg

~ FeSOy, ,TH,0/EDTA Nag.eonnnn. .. 15/10 ng

- ZnSOh37H20 ........... cecenenn 15 mg

= MS0, s TH O et enenee 5 mg

- BO3H3 ........................ 3 ng

- CuSOh,SHeO ................... 1 mg

- MoNagoh,2H2O ................. 1 mg

-~ Thiamine....ceveeenesoencnsns 200 ug

— PyridoXine..ieeececscnnnansas . 200 ug

— BilotiNE.reierreiatnnnanascans 10 ug

- Hy0 distillée..eeernnneeneanns 1000 ml

- le pH de ce milieu est de 5,0.

2) Les conditions de culture

Les fioles sont placées 3 1l'obscurité, & 21°C, température de

croissance optimale de Phoma exigua var. foveata.

C - OBTENTION DU FILTRAT DE CULTURE

Aprés 15 jours de culture, le contenu des fioles est recueilli,
centrifugé 3 L 000 tours/minute pendant 30 minutes. Nous ne conservons que
le filtrat de culture qui est testé biologiquement, brut et aprés extrac-
tion dans le chloroforme. Cependant, au cours des essais préliminaires, une
partie du mycélium centrifugé a été lyophilisée et extraite comme le filtrat

pour €tre testée
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Lors de l'extraction des pigments actifs, le volume des cultu-
res étant important nous avons dfi procéder de la fagon suivante : les pig-
ments jaunes adhérent au fond des fioles et sous la nappe mycélienne ;
comme ils sont solubles dans l'ac&tone, nous en récupérons la plus
grande partie en ringa.ntp les fioles & l'acétone et en l'ajoutant au filtrat
et au mycélium recueillis. Le lendemain, le tout est filtré& sous vide afin
d'éliminer le mycélium. Ie mélange filtrat-acétone est ensuite concentré
sous vide et finalement lyophilisé€. le processus d'extraction se fait &

partir du filtrat sec.

D - TESTS BIOLOGIQUES

1) Test sur tubercules de pomme de terre
L'activité biologique des filtrats de culture et de leurs ex-

traits a d'abord été testée sur tubercules de pomme de terre. Pour la mise
au point de ce test, nous nous sommes inspirée des méthodes utilisées pour
évaluer la sensibilité variétale de la pomme de terre & la gangréne causée
par Phoma exigua var.foveata (LANGTON, 1971, 1972 ; JELLIS, 1975 ;
PIETKEWICZ et JELLIS, 1975 ; ROGERS et KILLICK, 1975).

les tubercules testés appartiennent & la varié&té Bintje et
sont stockés & L°C. Aprés avoir &té lavés et séchés, ils sont trempé€s dans
1'éthanol et désinfectés au chlorure mercurique & 2 % pendant 10 minutes.

~

Ils sont ensuite soigneusement rincés et s€chés 2 nouveau.

Sur ces tubercules nous pratiquons des blessures standard de
2 types. Les unes dites blessures corticales n'atteignent pas la zone vascu-
laire, située sous le tissu cortical dont 1l'épaisseur moyenne est comprise
entre 5 et 10 mm ; ce sont des blessures peu profondes de 5 mm de diamStre
et 3 mm de profondeur. Les autres, dites blessures médullaires, sont des
blessures profondes de 5 mm de diamétre et 15 mm de profondeur, qui incluent
la zone vasculaire. Cependant, il faut préciser que les blessures évitent
les germes et le point d'insertion du stolon ol la zone vasculaire est trés

superficielle.

Ies filtrats ou les solutions & tester sont déposés & la micro-

pipette dans ces blessures qui sont recouvertes d'un pansement adhésif
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afin d'éviter un desséchement trop rapide des solutions d8posées. Les tuber-
cules traités sont placés, entre deux nappes de coton maintenues humides,
dans des terrines de matiére plastique recouvertes de papier d'aluminium.
La désinfection préalable des tubercules est indispensable pour emp€cher

les pourritures bactériennes et fongiques.

La lecture du test se fait aprés 30 jours d'incubation &
10°C. Au cours des essals, cette température s'est montrée la plus favorable
au bon développement du test ; en effet, a& 18°C il est difficile de main-
tenir une humidité suffisante au niveau des blessures et & 4°C, le dévelop-
pement complet du test est plus long qu'd 10°C. Aprés la période d'incubation,
les tubercules sont coupés transversalement au niveau des blessures dont on

note l'aspect et 1'évolution en taille.

Ce test est d'une utilisation trés limitée en raison de sa durée
d'incubation et la quantité de produit & tester qu'il requiert. Il &tait
notamment impossible de l'employer au cours des &tapes de purification des

substances actives.

2) Test sur plantules de tomate

Il nous fallait disposer d'un test qui, tout en donnant une ré-
ponse rapide, ne nécessite qu'une faible quantité de composé & essayer. C'est
pourquoi les filtrats et leurs extraits ont &té testés sur la tomate, plan-

te fréquemment utilisée dans les &tudes de toxicité.

les plantules de tomate se sont révélées trés sensibles aux subs-
tances actives contenues dans les filtrats de culture de Phoma exigua var.
foveata. Pour la réalisation de ce test, nous utilisons des plantules de la
variété Marmande cultivées sur terreau, d& 24°C en phytotron. Au moment de
leur utilisation, ellés sont dgées de 14 & 20 jours et sont au stade deux
feuilles. Les effets des filtrats et de leurs extraits peuvent &tre évalués
par trempage des plantules ou par application directe sur des plantules

décapitées.

Pour le test trempage, les plantules coupées d la base de 1l'hy-
pocotyle pour plus de facilité, sont plongées dans des tubes & hémolyse
contenant 5 ou 6 ml de la solution & tester. On note ensuite 1'évolution du

flétrissement toutes les 24 heures pendant 96 heures.
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Le test décapitation a été€ mis au point sur un autre matériel,
le Chou (BOUDART, non publié). Nous avons appliqué la méme méthode 3 la
tomate ; les plantules sont d&capites 3 mi-hauteur de 1'hypocotyle et la
quantité voulue d'extrait est déposée & la micropipette sur 1'hypocotyle
sectionné. Les extraits provoquent, en fonction de leur activité, la
plasmolyse d'une certaine longueur de 1l'hypocotyle ; 48 heures aprés le dé-

pot, on mesure la longueur plasmolysée.

L'avantage du test décapitation en plus de sa rapidité et de
sa simplicité est d'&tre réalisable avec des dépdts de 1 ul, ce qui le
rend particuliérement adapté & la vérification de l'activité biologique au
cours des &tapes d'extraction et de purification. Le test par trempage est
également trés sensible et nous l'avons utilis@ pour déterminer le seuil

d'activité biologique des composés purs.

II. MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE PHYTOTOXIQUE
DES FILTRATS DE CULTURE DE PHOMA EXIGUA VAR.
FOVEATA

L'activité biologique a été expérimentée sur tubercules de pomme

de terre et sur plantules de tomate avec des filtrats bruts et leurs extraits.

A - RESULTATS OBTENUS AVEC LES FILTRATS BRUTS

Avant leur application, les filtrats bruts doivent &tre rendus

acellulaires par filtration sur membrane millipore de 0,45 yu.
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1) Résultats avec les tubercules

Dans le cas présent, les blessures sont de type médullaire et
les dépOts sont de 100 wul ; les filtrats sont testés tels quels et
concentrés 10 fois ; 1l'incubation est de 30 jours & 4°C. A titre de compa-
raison, des tubercules blessés sont inoculés avec du mycélium
de P. exigua var. foveata. Les témoins sont réalisés avec un dépdt de
100 pl d'eau distillée (tableau 1).

Non concentrés, les filtrats provoguent un brunissement des tis-
sus entourant la blessure dont l'accroissement est minime, inférieur ou

égal & 2 mm en profondeur et en diamétre.

Concentrés, ils provoquent un brunissement plus marqué des
tissus ainsi qu'un début de nécrose, qui se traduit par une augmentation de
la taille des blessures initiales, supérieure ou &gale & 7T mm en profondeur
et 5 mm en diamétre. Cette €volution est comparable en taille & celle que
produit le développement du Champignon dans les tubercules inoculés. A titre
indicatif, LANGTON et JELLIS obtiennent, aprés inoculation de P. exigua var.
foveata & différentes variét€s, un accroissement moyen de 5 & 8 mm en pro-
fondeur et de 4 3 8 mm en diamétre, pour une durée d'incubation de 3 semai-
nes & 10°C (LANGTON et JELLIS, 1974). Chez les témoins, les blessures sont

parfaitement cicatrisées, séches et gris@tres, sans augmentation de taille.

2) Résultats avec les plantules de tomate
Les plantules de tomate plongfes dans des filtrats de culture

bruts non concentrés, présentent dans les 48 heures un flétrissement, carac-
téristique de l'action toxique. Par contre, les filtrats concentrés ne peu-
vent &tre testés car la plasmolyse des plantules survenant dans les 6 heures
qui suivent le traitement n'est peut &tre pas due uniquement & 1l'activité toxi-

que mais aussi 3 1l'hypertonicité des solutions (tableau 1).
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Tableaw 1 : Effets des filtrnats de culture bruts de Phoma
exigua VaL.foveata sur tubercules de pomme de Zerre et
plantules de tomate.

Concentration du filtrat
Plante testée
1 10
Tubercule®
brunissement des peu accentué trés marqué
tissus
évolution des blessu- minime lésions creuses
res début de nécroses
diametre <2 m > 5 mm
profondeur
2 7 mm
m
Tomate flétrissement complet | solutions hyperto-
en U8 heures niques : résultats non
interprétables
% Les blessures sont de type médullaire. L'incubation est de

30 founs a 4°C. Les dépots de 100 ul.

B - RESULTATS OBTENUS AVEC LES EXTRAITS DES FILTRATS

1) Obtention de l'extrait
1000 ml de filtrat sont extraits deux fois par 100 ml de

chloroforme. La phase chloroformique est recueillie et déshydratée ; le sol-
vant est €liminé par évaporation sous vide et le résidu d'extraction est

repris par 1 ml de méthanol.

Les tests réalisés parallélement avec des extraits mycéliens
montrent qu'ils n'ont pas d'activité phytotoxique. Par contre, une faible
activité de la phase agueuse montre que l'extraction au chloroforme n'est

pas compléte.

2) Test sur tubercules
L'extrait est appliqué & raison de 10 pl par tubercule ; 1l'in-
cubation du test est de 30 jours 3 4°C et 10°C (tableau 2).
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Lles blessures évoluent de la méme facon 3 L°C et & 10°C. les
effets des extraits sont similaires & ceux des filtrats bruts : brunisse-
ment des tissus, induction d'un début de nécrose ; les lésions montrent
un accroissement de 4 mm en profondeur et en diamétre de la blessure ini-
tiale. Le début de nécrose interne se manifeste 2 la surface du tubercule
par une zone déprimée entourant la blessure et indiquant un effondrement

du tissu interne. Le témoin au méthanol ne montre aucune évolution.

Tableau 2 : Effets des extrnaits des §iltrnats de culiture de
Phoma exigua var.foveata sur tubercules de pomme de terre.

température o o

d'incubation hec 107C
blessures aspect des 1lé- zone déprimée externe.
corticales sions. brunissement des tissus.

début de nécrose.

évolutiondiamétre
Profondeur

{ 4m

blessures aspect des 1&- brunissement des tissus.
médullaires sions début de nécrose.
évolutiondiamétre ' 4 mm 5 mm
profondeur 1 mm L mm

Les dépots d'extraits sont de 10 ul
(100 me de §iltrnat donnent 100 ul d'extrnait dans Le méthanol)
L'incubation du test est de 30 jouns.

3) Test sur tomate

L'extrait testé & raison de 5 ul pour 1 ml d'eau distillée
provoque le flétrissement complet des plantules en moins de 24 heures. Les
plantules trempées dans le mélange témoin eau et méthanol ne montrent aucun

signe de flétrissement.



81

Conclusion

Les tests biologiques montrent la présence, dans les filtrats
de culture de Phoma exigua var. foveata, de métabolites possédant une
activité phytotoxique. Ces composés, solubles dans le méthanol et le chlo-
roforme, sont capables d'induire un d8but de nécrose chez la pomme de

terre et de provoguer le flétrissement des plantules de tomate.
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I1II. FRACTIONNEMENT DES EXTRAITS PAR CHROMATOGRAPHIE
SUR COUCHE MINCE

A - PRINCIPE

L'extrait obtenu & partir des filtrats de culture est chromato-
graphié sur couche mince ; le chromatogramme est ensuite divisé en 10 bandes

égales dont on teste 1'activité biologique.

B - REALISBATION

Aprés évaporation du chloroforme, l'extrait obtenu comme précé-
demment est repris par un volume minimal de méthanol, soit 200 ul pour 1000 ml
de filtrat brut.

La chromatographie est effectufe sur plaques de silicagel MERCK,
type G, de 0,5 mm d'épaisseur, préparées avec un applicateur DESAGA. Avant

1l'emploi, les plaques sont activées & 105°C pendant 20 minutes.

L'extrait (350 ul) est déposé en une bande continue 3 2 cm du
bord inférieur de la plaque. Le systéme de migration choisi est le mélange
benzéne/acétone (70/30, v/v). Pour obtenir une bonne migration, il est
indispensable, aprés avoir effectué le dépdt, de saturer la plaque avec

les vapeurs du systéme solvant.

Le chromatogramme est divisé en 10 bandes égales, la premiére
incluant la totalité de la bande de dépot et la dixiléme correspondant au
front du solvant. Pour chaque bande, les substances sont recueillies en grat-
tant le silicagel et &luées par du méthanol. Apr3s évaporation sous vide,

le résidu est repris par 200 ul de méthanol et testé biologiquement.



Tableau 3 : Activité des gractions apnes chromatographie sur couche
mince des extraits des §iltnats de culture de Phoma exigua var. foveata.

Evolution de la taille des
Fraction Aspect des blessures blessures (en mm)

en profondeur|en diamétre

Témoin séches et cicatrisées 0 0
(Méthanol) grisstres
Fyq 1léger brunissement au niveau 0 0

des déplts

F zone externe déprimée. Brunis- I 7
2 ” - ”
sement marqué des tissus. 12—
sion trés s€che, trés creuse

F évolution du méme type que la L L
précédente mais plus faible

Fh lésions séches et brunes 2 L

F zone déprimée externe. Lésion 4 T
humide, nécrose humide et brune
entourant la cavité formée

F6 léger brunissement des tissus 2 3
lésions légérement creusées

F7 faible brunissement 0 0
F8 identiques aux blessures témoins 0 0
F9-F1O identiques aux blessures témoins 0 0

- blessunes médullbaires

- volume deposé = 20 ul/tubercufle

- conditions d'incubation = 21 jouns @ 10°C.
(i :

ST

' PR |
\\LI.LLL/
-
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C - RESULTATS

Les fractions sont testées sur plantules de tomate par trempa-~
ge et sur tubercules de pomme de terre aprés blessures profondes. Dans ce

dernier cas, l'incubation & 10°C n'est gue de 21 jours.

Deux zones bioclogigquement actives sont ainsi détectées : la
premiére est limitée aux fractions 2 et 3, la fraction 2 étant la plus ac-
tive ; la seconde zone comprend les fractioms 4, 5 et 6, mais 1l'activité

est principalement situfe au niveau de la fraction 5 (tableau 3).

les fractions toxiques provoquent le flétrissement des plantu-

les de tomate au bout de 20 i 24 heures.

Sur les tubercules, elles ont des effets analogues & ceux des
extraits : dépression de 1'épiderme autour de la blessure, nécrose brune
des tissus internes ; cependant, les fractions de la premiére zone active
provoquent des nécroses séches et les fractions de la seconde zone‘des
nécroses humides dans lesquelles la cavité formée est entourée d'une pour-

-riture brune et humide.

~ Conclusion

La phytotoxicité des filtrats de culture de Phoma exigua var.
foveata est au moins due & deux composés distincts ; chacun d'eux est capable
d'induire un début de nécrose chez les tubercules trait€s ainsi qu'un flé-

trissement rapide des plantules de tomate.

D - PURIFICATION DES FRACTIONS ACTIVES

les fractions actives sont toutes fortement colorées ; leur
analyse par chromatographie en couche mince dans le mélange benzéne/acétone
(70/30, v/v), révéle la présence de pigments ainsi que de nombreux composés
visibles aprés pulvérisation sur le chromatogramme d'acide sulfurique &

50 % et chauffage.



FRACTIONS ACTIVES DANS LE METHANOL

PHASE BENZENIQUE Af’/////\\\\\\‘PHASE AQUEUSE

NaOH + pigments = virage au rouge

déshydratation acidification
= virage au jaune

évaporation sous ——————CH613
vide /\
C6H6 NaC1l extraction des pigments
/Methanol déshydratation
extrait dans le évaporation sous vide
Méthanol CHC13/
‘ /MeOH

TESTS BIOLOGIQUES NEGATIFS Pigments dans le Méthanol

@

TESTS BIOLOGIQUES
POSITIFS

SCHEMA 1 : Schéma de purnification des fractions actives.

{ &S
' LI
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Aprés évaporation sous vide du méthanol, chacune des fractions
actives est reprise par du benzéne ét traitée par une solution de soude &
5 % qui provoque le virage immédiat au rouge,typique des pigments anthraqui-
noniques. La solution de soude est ensuite acidifiée & l'acide chlorhydrique
jusqu'a virage au jaune des pigments qui sont alors extraits au chlorofor-
me. La phase organique aprés séchage est &vaporée sous vide et le résidu

pigmenté repris dans du méthanol pour &tre testé biologiquement (schéma 1).

La phase benzénique contenant les autres composants du filtrat
est déshydratée ; le solvant est €liminé et le résidu est repris dans du

méthanol afin d'€tre également testéd.

Le test par trempage des plantules de tomate montre gue seuls
les extraits renfermant les pigments sont actifs. Leur analyse par chroma-
tographie sur plagque de silicagel dans le mélange benzéne/acé&tone (70/30,
v/v), révéle
- pour le premier extrait la présence d'un pigment jaune‘orangé, de Rf = 0,19,
et de nombreux pigments roses migrant de fagon diffuse ;

- pour le deuxiéme extrait, la présence de deux pigments principaux, 1l'un
de couleur orange et de Rf = 0,57 1l'autre jaune pale de Rf = 0,48 et une
pigmentation diffuse rose, comme dans le premier extrait.

La révélation par pulvérisation d'acide sulfurique & 50 % et
chauffage de la plaque, montre 1l'absence d'autres composés gue les pigments.
Fn conséquence, il y a de fortes présomptions pour que les toxines solent
des pigments. Testés sur plantules de tomate par trempage, aprés &lution
dans le méthanol, seuls les pigments de Rf = 0,19 et 0,48 se révelent phy-
totoxiques. Mais 3 ce stade de purification, nous ne les récupérons pas par-
faitement purs et des traces de pigments roses sont &€lués en méme temps que

le pigment principal.

Cette méthode de purification aprds fractionnement n'a pu &tre
gue qualitative parce que sur plaque les composés présents dans les extralits
migraient de facon irréguliére ; c'est pourguoi, nous avons cherché a

mettre au point une technigque quantitative d'obtention des pigments actifs.



FILTRAT LYOPHILISE

Extraction & volume constant & chaud dans
Te méthanol

NaOH
Me OH //

EXTRAIT dans la soude

Ac1d1f1cat1on

Extraction au ch]oroforme

Phase aqueuse Pha%e organique

CHC13

EXTRAIT BENZENIQUE

Extract1on au carbonate

Phase organique <-"”’——”’L-‘~"“~*- Phas aqueuse

(contient la plus grande Ac1d1f1cat1on
partie du chrysophanol)

extraction au chloroforme

Phase aqueuse Phase organique

CHC13

PIGMENTS dans le PIGMENTS dans le

méthanol mélange benzéne/
acétone
Tests biologiques éng1%se en " Chromatographie sur
\\\\ ’////"' cTomw
SN 2 PIGMENTS ACTIFS Analyse en C.C.M.
£{k§;; Rf = 0,48 et 0,19
o Pigments purs

SCHEMA 2 : Méthode d'extraction des pigments anthraquinoniques actifs
de Phoma exigua var. foveata.
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IV. MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE D'EXTRACTICN ET
DE PURIFICATION DES PIGMENTS PRESENTS DANS LES
FRACTIONS ACTIVES

Les principaux pigments anthraquinoniques produits en culture
pai Phoma exigua var. foveata somt le chrysophanol, la pachybasine, 1'émo-
dine et la phomarine ; leur étude et leur isolement sont dus & BICK et
RHEE (1966). Leur méthode d'extraction est basée sur les différences de
solubilité des dérivés anthraquinoniques dans les solutions de soude, de
carbonate et de bicarbonate de soude. Cependant, en présence de mélanges
et d'impuretés, ces solubilités sont considérablement modifides et 1'appli-
cation de cette méthode ne nous a pas permis la séparation des pigments pré-
sents dans les fractions actives. Néammoins, par une technigue voisine,
nous arrivons & extraire du filtrat de culture un ensemble de pigments
anthraquinoniques comprenant les d8rivés actifs ; l'extrait est ensuite
fractionné par chromatographie sur colonne et les pigments sont finalement

purifiés par chromstographie en couche mince.

A - EXTRACTION DES PIGMENTS DU FILTRAT

le filtrat de culture lyophilisé est extrait au méthanol jusqu'd
ce que tous les composés colorés aient été prélevés (schéma 2). Aprés évapo-
ration sous vide du méthanol, l'extrait est repris par une salution de

soude & 5 % (poids/volume) amenant le virage au rouge des anthraquinocnes.

Cette solution est acidifife & 1l'acide chlorhydrique et les pigments régé
nérés sous leur forme jaune sont extraits au chloroforme. Aprés déshydra-
tation de la phase organique qui seule est conservée, le solvant est €li-
miné et remplacé par du benzéne. Une partie des pigments est extraite par
une solution de carbonate de soude & 5 %. La phase benzénique qui contient
les pigments insolubles dans le carbonate est &cartée. La phase agueuse

est acidifiée et les pigments sont extraits au chloroforme. Cette derniére
vhase organique est déshydratée avant d'@tre &vaporée sous vide et l'extrait
coloré est repris dans un mélange benzéne/acétone (70/30, v/v), pour &tre

chromatographié sur colonne.
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L'analyse de cet extrait repris par du méthanocl en chromato-
graphie sur couche mince de silicagel avec le mélange benzéne/acétone
(70/30, v/v) comme systéme de migration montre qu'il est composé de 5 pig-
ments principaux jaunes ou oranges et de nombreux pigments mineurs ; ces
principaux pigments ont les Rf suivants : 0,72, 0,57, 0,48, 0,30 et 0,19,
Testés biologiquement par trempage des plantules de tomate, seuls les
pigments de Rf = 0,19 et 0,48 se révélent phytotoxiques. Les autres pig-
ments apparaissent inactifs(tableau 4). A ce stade de purification, les
bandes récupérées ne sont pas pures, des traces de pigments roses &tant

€lufes en méme temps que le pigment principal

B - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE

Les meilleures séparation et purification sont obtenues sur
colonne de silicagel MERCK, type 60, dans le benzéne. Le silicagel fixe
toutes les impuret€s et la plupart des pigments roses. Seuls sont élués
les 5 pigments principaux. A titre indicatif, une colonne de 15 cm de
long et 4 cm de diamdtre permet la séparation de 10 ml d'extrait (ces 10 ml

proviennent des filtrats de culture de 180 fioles).

Une premiére fraction de couleur jaune, nommée Fi est éluée
par le benzéne ; 3 autres fractions Fg, F3, F) sont éluées par un mélange
benzéne/acétone contenant respectivement 30, 40 et 50 % d'acétone. La
premiére des 3 fractions est de couleur orangée, les deux autres de couleur

jaune (tableau k).

Le solvant ou le mélange est &vaporé sous vide et les fractions
sont reprises par du méthanol pour €tre chromatographiées sur couche mince
de silicagel dans le mélange benzéne/acétone (70/30, v/v). La fraction F1,
éluée par le benzine ne contien qu'un seul pigment de Rf = 0,72. La frac-
tion F2 contient deux pigments 1'un orange de Rf = 0,57 et l'autre jaune
de Rf = 0,48, valeur identique & celle du pigment actif contenu dans le
second extrait décrit précédemment dans le chapitre III. La fraction F3
contient des traces des deux pigments précédents et un pigment de Rf = 0,30.
La derniére fraction contient le pigment d&jd caractérisé dans le premier

extrait actif (chapitre III) ; son Rf est de 0,19.

v
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A 1l'inverse de ceux des autres fractions, les pigments conte-
nus dans la fraction F2 sont peu solubles dans le méthanol et forment un

abondant précipité.

C - PURIFICATION EN CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Seules les deux fractions F, et F) sont finalement purifies

par chromatographie en couche mince de silicagel G de 0,5 mm d'épaisseur.

Pour la premiére, le systéme de migration est le mélange
benzéne/éthyl formiate/acide formique (75/24/1, v/v/v), utilisé dans la
séparation des colorants anthraguinoniques (RANDERATH, 1965). Le mélange

benzéne/acétone ne donne pas une séparation suffisante des 2 pigments.

Pour la seconde fraction, la migration se fait dans le mélan-

ge habituel benzéne/acétone (70/30, v/v).

les pigments phytotoxiques sont récupérés puis élués au métha-
nol ; aprés évaporation sous vide, les &lusts sont repris par un volume mini-

mal de méthanol.

Le pigment actif de Rf = 0,19 est parfaitement soluble dans
le méthanol ; l'autre pigment jaune pale de Rf = 0,48 est peu soluble dans
cet alcool et cristallise. Ces deux composés sont respectivement nommés
SA1 et SA2.

Avec 18 1 de milieu de culture initiaux, nous avons extrait

36 mg de A, et 54 mg de SA,.

V. CARACTERISTIQUES DES PIGMENTS PURS

A - SOLUBILITE ET STABILITE

La premiére substance active, SA,, se présente sous l'aspect
d'une poudre de couleur brun-rouge ; elle est soluble dans les solvants

organiques que nous avons eus a utiliser : méthanol, éthanol, acétone,
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benzéne, chloroforme, acétate d'éthyl ainsi que dans les solutions de car-
bonate et de bicarbonate de soude ; par contre, sa solubilité dans l'eau

est faible.

La seconde substance active, SA,, est de couleur jaune-péle ;
i froid, elle est peu soluble dans le méthanol et cristallise sous forme
d'aiguilles courtes ; & chaud, sa solubilité augmente ; elle est relative-
ment soluble dans le chloroforme, l'acétone, le formiate et l'acétate 4'é-
thyl, faiblement soluble dens le benzéne, 1l'hexene et les solutions de car-
bonate et bicarbonate de soude et totalement insoluble dans l'eau. En
présence d'impuretés ou en mélange, sa solubilité augmente considérablement,

notamment dans le m&thanol.

Ces pigments perdent rapidement leur activité mfme lorsqu'ils
sont conservés & basse température. le pigment SA2, est relativement sta-
ble & l'inverse du pigment SA1 qui se décompose trés rapidement notamment

& température ambiante.

B - LES SPECTRES D'ABSORPTION

Les spectres d'asbsorption dans le visible et en lumiére ultra-
violette ont été déterminés dans le méthanol & la concentration de 35 ug/ml

pour le pigment SA, et de 40 pg/ml pour le pigment SA,.

Les maxima 4'absorption se situent aux longueurs d'onde sui-
vantes : v
~ pour SA, : 412, 279, 265 (épaulement), 252 et 218 nm ;
~ pour SA, : 406, 283 (épaulement), 254 et 220 nm.

C - COMPORTEMENT EN CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Chromatographiés sur plague de silicagel G de 0,25 mm d'épais-

seur, les pigments SA1 et SA2 ont respectivement les Rf suivants
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- 0,19 et 0,48 dans le mélange benzéne/ac&tone (70/30, v/v) ;

- 0,10 et 0,36 dans le mélange benzéne/éthyl formiate/acide formigue
(15/24/1, v/v/v).

Aprés pulvérisation du chromatogramme 3 l'acide sulfurique 3
50 % et chauffage, SA1 donne une tache brune alors que la coloration jaune

de SA, reste inchangée.

2

En raison de leur structure anthraquinonique, ils virent au
rouge, rouge violacé pour SA, et rouge vif pour SA2 aprés pulvérisation
d'un mélange de 10 % de KOH dans 1'éthanol.

L'examen de la plaque sous lumiére ultraviolette (350 nm)

révéle que seul le pigment SA_ posséde une fluorescence, de couleur orangée.

2

D - COMPARAISON AVEC LES PIGMENTS ISOLES PAR BICK ET RHEE

les 4 pigments anthraquinoniques &tudiés par BICK et RHEE dans
les filtrats de culture de Phoma exigua ver. foveata ont des formules voi-

sines qui ne différent que par le nombre et la position des groupements

hydroxyl sur les carbones 6 et 8 (BICK et RHEE, 1966).
R’ 0 OH

24}
"

R' = H (Pachybasine)

2 R =H, R' = OH (Chrysophanol)
OH, R' = H (Phomarine)
R'= OH (Emodine)

w
v W
it "

5 4 Me
O Forumule des pigments Ls0lés par BICK et RHEE

Deux d'entre eux, le chrysophanol et 1'émodine sont présents
(SHARMA, RANGA et SWAMY, 1977 ; RAI, 1977) chez d'autres champignons et
chez de nombreuses plantes supérieures. La comparaison directe avec des
€chantillons du commerce dé ces composés, montre gu'ils sont présents
dans les filtrats de culture mais qu'ils ne correspondent pas aux dérivés
~actifs ; le chrysophanol est le pigment qui, peu soluble dans les solutions
de carbonate reste en grande partie dans la phase benzénique au cours de

. 1'extraction ; dans le mélange benzéne/acétone (70/30, v/v), en couche
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mince, son Rf est de 0,72. L'émodine est le pigment orangé qui en chroma-

tographie sur colonne est &lué avec le pigment SA,.

Pour les deux autres, la comparaison directe &tant impossible,
nous avons comparé 3 partir des données bibliographiques leurs comportements
au cours des extractions, leurs spectres d'absorption et leurs points de
fusion avec ceux des pigments actifs ; la phomarine ne correspond ni & 1l'un
ni & l'autre des pigments actifs ; par contre, la pachybasine et le pigment SA2
ont des comportements voisins : pures,ces substances cristallisent damns le
méthanol et sont insolubles dans les solutions de carbonate et de bicar~
bonate de soude ; elles ont des spectres 4d'absorption proches dont les
maxima se situent aux longueurs d'onde suivantes : 406, 283 (épaulement),
254, 220 pour SA, et 403, 281 (épaulement), 252 nm, 22L nm pour la pachy-
basine (BICK et RHEE, 1966). leurs points de fusion sont 181°C pour SA,
et 176°C pour la pachybasine. Ces différentes caractéristiques nous font
penser qu'il s'agit du méme composé. lLes 1légéres différences observées sont
vraisemblablement dues & 1'état de pureté de la substance SA,. Seule 1'étude
de la structure de cette molécule permettra de savoir de fagon certaine

si ce pigment est effectivement la pachybasine.

Ie pigment SA, ne correspond & aucun des pigments &tudiés par
BICK et RHEE ; c'est un composé instable qui se dégrade rapidement & tem-

pérature ambiante.

E - DOSAGES BIOLOGIQUES

1)_8Ay__
Le seuil d'activité de ce composé a été déterminé par trempa-
ge des plantules de tomate dans des solutions de concentrations allant de
5 & 100 ug/ml.

Plongées dans des solutions de concentrations comprises
entre 12,5 pg/ml et 100 pg/ml, les plantules flétrissent entre 18 et T2
heures ; & la concentration de 5 pg/ml aucune toxicité n'est observée
(tableau 5).
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Ce pigment a également &té testé sur tubercules aprés blessu—
re profonde et avec une durfe d'incubation de 30 jours a 10°C. Deux doses
ont été appliquées : 10 et 25 yl d'une solution & 8ug/wl. A 10 ul, on ob-
serve une léglre asugmentation de la taille des blessures initiales de 3
4 4 mm en profondeur et en diamétre ainsi qu'un desséchement et un brunis-
sement des tissus entourant la lésion. Pour un dépdt de 25 pl, le brunis-
sement des tissus est trds marqué, les blessures augmentent de 4 mm en pro-

fondeur et de 7 mm en diamétre ; 3 la surface du tubercule, une zone déprimée

se forme autour de la blessure initiale.

2) sh,

Pur, ce pigment cristallise dans le méthanol dans lequel sa
solubilité est inférieure & 2 % . De plus, une solution méthanolique de
SA, flocule puls précipite lorsquklle est mélangée 3 de 1l'eau distillée.
L'évaluation de son activité par le test trempage est donc sujette & cau-
tion, toutefois des solutions & 50 ug/ml aménent une plasmolyse des hypo-
cotyles en U8 heures et un flétrissement des plantules en 72 heures ; pour

des solutions & 25 pug/ml aucune activité n'est observée.

En raison de sa faible solubilité dans le méthanol, pour le
test sur tubercule nous n'avons pu l'appliquer dissoute qu'aux doses de
50, 25, 10 ul & la concentration de 2 ug/ ul. A ces concentrations, cette
substance n'a aucune activité ; & des concentrations supérieures, elle
cristallise dans le solvant et sous forme cristallisée n'a pas plus d'ef-
fet.

VI. DETECTION DES PIGMENTS ACTIFS DANS LES
NECROSES DUES A PHOMA EXIGUA VAR. FOVEATA

A - OBTENTION DES TISSUS NECROSES

Des fragments de mycélium de Phoma exigua var. foveata sont
inocul&s & des tubercules blessés, préalablement désinfectés. Aprés 9
semaines d'incubation & 4°C des tubercules traités, nous prélevons les

tissus nécrosés.
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B - TRAITEMENT DES TISSUS NECROSES

Aprés avoir &té lyophilisés et broyés, les tissus sont extraits
de la méme fagon que les filtrats de culture, & la soude et au carbonate de
soude. L'extrait final dans le méthanol est centrifugé et le culot est
€1liminé ; 10 ul d'extrait correspondant & 20 mg de tissu lyophilisé. Le
surnageant est concentré afin d'@tre enalysé en chromatographie en couche

mince et test& biologigquement.

C = RESULTATS DU TEST BIOLOGIQUE

Disposant de faibles quantités d'extraits, nous avons choisi
de les tester sur plantules de tomate décapités. 72 heures aprés le dépdt
de 2 ul d'extrait de tissu nécrosé sur la section des hypocotyles, nous

observons une plasmolyse sur une longueur de L4 mm.

D - RESULTATS DE IA CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE

les extraits sont déposés sur plaque de silicagel ainsi que
des dépSts témoins de 1 ug des pigments purs dans le méthanol. Le systéme
de migration est le mélange benzéne/acétone (70/30, v/v).

De nombreux composés sont extraits en méme temps que les pig-
ments ; néanmoins nous pouvons identifier dans les extraits de nécroses
dues 3 Phoma exigua var. foveata les principaux pigments synthétisés par le
champignon Zn vitro : le chrysophanol, 1l'émodine, le pigment de Rf = 0,30

ainsi que les dérivés actifs SA, et SA,.

E - COMPARAISON AVEC PHOMA EXIGUA VAR. EXIGUA

Parallélement, nous avons réalisé le meme éssai avec le se-
cond agent de la gangréne, Phoma exigua var. exigua. Ce champignon a été
cultivé sur le milieu synthétique adopté pour la variété foveata dans
les mémes conditions que ce dernier, afin de tester l'activité des fil-
trats de culture et de leurs extraits ; nous avons pu constater que testés
par trempage de plantules de tomate ils ne possédaient aucune activité,
qu'il s'agisse des filtrats bruts ou des extraits. Par contre, les extraits
de nécroses dues & Phoma exigua var. exigua possédent une légére toxicité
appliqués sur plantules décapitées, ils provoguent la plasmolyse de 1'hypo-

cotyle sur 2 mm de longueur. Cette activité est peut &tre imputable aux
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produits de réactions ou de dégradation des tubercules puisqu'ad partir

de cultures pures, nous n'observons aucune activité. Cependant, nous ne
pouvons que le supposer n'ayant pas effectué de tests avec des extraits

de tubercules non inoculés, blessés ou non. Il est par ailleurs possible
que le milieu de culture que nous avons utilisé ait été impropre i la pro-
duction de composés toxiques spécifiques de Phoma exigua var. exigua

en quantité suffisante pour €tre décelfe par les tests biologiques.

Analysés par chromatographie en couche mince, les extraits de
culture pure ou de nécroses révélent la présence de nombreux composés, mais

nous ne détectons jamais de dérivés anthraquinonigques.

Nous n'avons pas non plus décelé dans les filtrats de culture
de notre souche de Phoma exigua var. exigua , ni dans les extraits de tissus
nécrosés, la cytochalasine B. Ce composé phytotoxique a €t€ mis en &vidence
par BOUSQUET et BARBIER dans les cultures de plusieurs variétés de Phoma
exigua Desm., dont des souches de la vari€té€ exigua isolfes 3 partir de nécroses
de pomme de terre. Ce composé présent dans les cultures de Phoma extigua ’
var. inoxydabilis Boerems et Vegh, parasite de la pervenche mineure, est
absent des filtrats de culture des souches de Phoma exigua var. foveata

utilisées au cours de notre expérimentation.

VII. PRODUCTION DE PIGMENTS ACTIFS PAR PHOMA
EXIGUA VAR. FOVEATA IN VITRO EN FONCTION
DE LA NUTRITION CARBONEE

A - PRINCIPE

Lors d'essals préliminaires, nous avions constaté que Phoma
exigua var. foveata se développait bien sur différents milieux, naturels
ou synthétiques, pourvu que 1'apport én glucides fit suffisant. Contraire-
ment & la croissance, la production de pigments se montrait trés variable
non seulement d'un milieu & l'autre mais aussi sur un méme milieu en
fonction de la source de carbone. D'une fagon générale, les cultures réali-
sées sur glucose ou diholosides étaient beaucoup plus pigmentées que les

cultures sur polysaccharides.
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Le but de cet essal a été de comparer la quantité de pigments
produits et l'activité bioclogique des cultures de Phoma exigua var. foveata

en fonction de la nutrition carbonée.

B - REALISATION

Nous avons cultivé Phoma exigua var. foveata en présence de
différents sucres : un hexose, le glucose, un diholoside, le saccharose et
deux polysaccharides, les maltodextrines et l'amidon. Chacun de ces &léments
est ajouté au milieu & raison de 20 g/l. Les filtrats de culture obtenus
et leurs extraits sont testés biologiquement sur plantules de tomate et les
pigments actifs SA1 et SA, sont dosés au spectrophotométre aprés purifica-

tion.

Le champignon est cultivé dans les conditions habituelles ;

le milieu minéral et azoté reste le méme, seule varie la source de carbone.

Aprés 15 jours de culture, nous comparons la croissance de
Phoma exigua var. foveatag sur les différents milieux en mesurant le poids
de matiére séche obtenu dans chacun des cas. Les filtrats recueillis ser-
vent aux dosages des pigments et aux tests biologiques. Les pigments sont

extraits selon la méthode précédemment décrite.

Les pigments SA, et SAQ ont été& dosés dans le méthanol respec-

tivement & 412 nm et 406 nm.

Pour chacun des pigments & doser, nous avons réalisé & par-
tir d'une solution mére & 100 pg/ml des solutions 3 60, 50, 40, 30, 20,
10 et 5 pg/ml ; nous obtenons ainsi une gamme étalon qui nous permet de dé-
terminer la quantité de pigment présente dans l'extrait et le filtrat brut

initial (graphes 1 et 2).

Pour pouvoir doser les pigments par cette méthode, il est né-
cessaire de les obtenir purifiés. Les pigments extraits dans un premier

temps dans une solution de carbonate, sont purifiés par deux chromatographiesfwwﬁ

successives sur gel de silice en utilisant le mélange benzéne/acétone ('TO/?,O‘;’,,«~

v/v) et le mélange benzéne/éthyl formiate/acide formique (75/24/1).
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Parallélement asux dosages au spectrophotométre nous avons com-
paré 1'activité biologique des filtrats et de leurs extraits ; les tests
ont été effectués i deux reprises sur plantules de tomaté par trempage : la
premidre fois sur les extraits méthanoliques des filtrats bruts lyophili-
sés, la seconde fois sur les extraits de pigments solubles dans le carbo-

nate.

C - RESULTATS

1) Croissance en poids de matiére séche
La croissance de Phoma exigua var. foveata, en poids sec,

est homogéne sur tous les milieux bien que l'aspect des cultures soit
différent.

Poids de matidre siche obtenue aprés 15 jours de culture & 21°C
3 1'obscurité

Milieu Poids de matiére séche
Glucose 0,843 g
Saccharose 0,849 g
Maltodextrines 0,878 g
Amidon 0,793 g

Chaque mesure représente la moyenne obtenue avec 6 fioles

de Roux, contenant initialement 100 ml de milieu de culture.

2) Tests biologigues

avec Les filtrats Lyophilisds extrnaits au méthanol : les extraits méthano-
liques des filtrats bruts sont dilués dans l'eau distillée, de fagon &
obtenir une concentration &quivalente 2 celle du filtrat initial ; ainsi
testés les filtrats de culture de Phoma exigua var. foveata sur amidon
et malto-dextrines n'ont aucune activité ; seuls les extraits des cultures

sur saccharose et glucose sont actifs, ce sont aussi les plus pigmentés.



Tableau 6 : Activité biologique des extraits en fonction de La nutrnition carbonie de Phoma exigua

var. foveata.

SOURCE CARBOWNEE
Glucose Saccharose MDO Amidon
concentration de concentration de concentration de concentration de
Durée du 1'extrait/ml 1'extrait/ml 1'extrait/ml 1'extrait/ml
test - e e —--
20ul 10ul Sul 20pl 10ul Sul \ 20ul 10ul 5ul 2011 10ul Sul
2L heures F.C. | F.A. - F.C. | F.A. - F.C. | F.D. - - - -
40 heures F.C. F.D. F.C. ¥.D F.A. - - - -
48 heures F.D. F.D. F.C. - - - -
T2 heures F.D. F.D. - - - -
Le test est effectud sur plantules de tomate
Légende : F.C. = gLétnissement complet - F.A. = fletnissement avance
F.D. = début de fLétrissement - - = aucune activite

-,
i

Q" yv‘

\

20 ul - 10 ul - 5 pl = concentrations des

extralts/ml de solution
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avec fLes extraits de pigments solubles dans Le carbonate : nous les avons
testés & 3 concentrations différentes, 5, 10, 20 pl/ml, 500 ml de filtrat
brut initial donnant un volume d'extrait égal & 2,5 ml. A ces concentra-
tions, les extraits des cultures sur amidon ne sont pas toxiques, alors
gue ceux obtenus sur maltodextrines le sont aux doses de 10 et 20 ul/ml.
Les extraits de culture sur saccharose et glucose sont légérement toxiques
& la concentration de 5 ul/ml, l'activité devenant plus marquée quand la
concentration augmente (tableau 6).

3) Résultats des dosages

Phoma exigua var. foveata produit les mémes pigments quelle
que soit la source de glucide ; quantitativement les différences sont trés
importantes : le pigment SA2 est toujours produit en qpantités plus impor-
tantes que le pigment SA1. En présence de glucose, de saccharose et de
maltodextrines, le rapport de production SAZ/SA1 est de 1,5 ; en présence
d'amidon SA1 n'est synthétisée qu'a 1l'état de traces, de l'ordre de
0,2 ug/ml de filtrat.

Concentrations en pigments actifs pour les différentes sources
de carbone (exprimées par rapport esu glucose servant de réfée-
rence )

SsA_ _SA,
glucose 1 1
saccharose 0,8 1,1
maltodextrines 0,5 0,5
amidon 0,05 (traces) 0,15 & 0,20

Ces résultats concordent avec ceux des tests biologiques
les extraits de culture sur glucose et saccharose ont des concentrations
en pigments actifs proches et des activités voisines. La production de
pigments en présence d'amidon est faible et l'activité biologique nulle.
Entre ces deux extrémes, la pigmentation et la toxicité des cultures sur

maltodextrines est moyenne.
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Conclusion

De cet essai, deux faits sont & retenir :

1 - 1'activité biologique des filtrats de culture est fonction de leur
pigmentation ; plus la synthése des dérivés anthraquinoniques est importan-

te, plus la toxicité des filtrats de culture est élevée ;

2 - la production des pigments in vitro dépend de la nutrition du champi-
gnon ; pour le milieu que nous avions adopté, elle est favorisée en pré-
sence de glucose et de saccharose faible sur amidon et moyenne sur malto-

dextrines, confirmant le schéma général précédemment entrevu.

I1 est & noter que ces glucides, glucose, saccharose et ami-
don, représentent avec le fructose et leurs dérivés glucose—6—phosphate
et fructose-6-phosphate la presque totalité des glucides de la pomme de

terre, milieu hGte du champignon.
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CONCLUSION DE LA TROISIEME PARTIE

L'agent de la gangréne de la pomme de terre, Phoma exigua var.
foveata produit en culture in vitro des substances phytotoxiques. Ces compo-
sés, qul ont une action non spécifique, aménent un flétrissement rapide des
plantules de tomate. Chez la pomme de terre, ils provoquent un début de né-
crose comparable & celui que produit 1l'inoculation du champignon dans un tu-
bercule blessé. Aprés extraction et purification, les substances actives se
sont révélées étre deux des pigments anthraquinoniques qui donnent aux cul-
tures de Phoma exigua var. foveata leur couleur jaune. L'un de ces d8rivés,
de couleur jaune pile, n'a qu'une activité faible ; et, il semble qu'il
s'agisse de la pachybasine précédemment mise en é&vidence dans les cultures
de Phoma exigua var. foveata par BICK et RHEE ; le second de couleur brun-

jaune se montre beaucoup plus toxique.

Leur présence dans les tissus nécrosés suggére qu'ils pourraient
q .

jouer un r3le dans le développement de la gangréne au cours de la conserva-
tion. Dans les conditions que nous avons expérimentées, leur production in
vitro, comme celle des autres pigments, dépend de la nutrition carbonée du
champignon : faible sur amidon, elle est favorisée par la présence du glu-
cose ou de saccharose dans le milieu de culture. Bien que nos essais sur

la production des composés toxiques en relation avec la nutrition carbonée
de Phoma exigua var. foveata aient été trés limités, cette derniére obser-
vation nous semble particuliérement importante. En effet, de nombreux fac-—
teurs sont susceptibles de modifier les teneurs relatives en glucides des
tubercules au cours de la conservation : notamment le vieillissement, la
conservation 4 basse température, les blessures augmentent les taux de
saccharose et de sucres réducteurs. Par conséquent, 1'état physiologique des
tubercules blessés conservés 3 U°C permettrait de fournir des conditions
favorables au développement du parasite & la fois i cause de la lenteur

de la cicatrisation mais également & cause de leur teneur &levée en sucres

réducteurs et en saccharose.
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CONCLUSION  GENERALE

L'analyse des différents travaux portant sur la gangréne de la
pomme de terre due & Phoma exigua var. foveata nous a montré que le probléme
pratique posé par la nécrose des tubercules recouvrait une réalité autrement
préoccupante, la contamination sans symptdmes du plant. Cette infection la-
tente, susceptible d'évoluer en nécrose au cours de la conservation ou de
se transmettre aux tubercules fils 1'annfe suivante, a eu de trés lourdes
conséquences commerciales, en entamant la confiance que pouvaient avoir les
acheteurs dans certaines productions de plant. La relation triangulaire
existant entre cette contamination latente, la blessure et 1l'apparition de
la nécrose a tout naturellement conduit & ne voir la maladie que sous un as-—
pect externe. Cette interprétation paraissait d'autant plus logique que les
possibilités de contamination externe des tubercules &taient multiples mais,
elle a eu pour conséquence de méconnaitre le rGle de 1l'infection latente des
tiges dans la contamination des tubercules et de négliger 1'éventualité

d'une contamination systémique de 1l'agent pathogéne.

Par des expériences en champ, entreprises & la suite de cette
analyse, nous avons pu démontrer qu'ad partir des tiges parasitées, le cham~-

pignon pouvait &tre transmis aux tubercules selon deux modes différents
- par voie interne, de facgon systémique par l'intermédiaire des stolons ;

- par voie externe aprés la formation des pycnides sur les fanes.

le rdle des facteurs climatiques s'est révélé capital dans la

réalisation de ce double mécanisme infectieux.

Cette contamination latente, interne ou externe, ne donners
L[]

de nécroses qu'aprés blessure, et nous pouvons penser gque 1'évolution du

e
1S

QJJHL)
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processus nécrotique dansg les tubercules endommagés est liée & la produc-—

tion de composés phytotoxiques par le champignon.

Ces deux facteurs, contamination systémique des tubercules et
production de toxines par Phoma exigua var. foveata font entrevoir la mala—

die sous un jour nouveau.

La contamination interne des tubercules expliquerait l'ineffi-
cacité des fongicides qui sont principalement des traitements de surface,
lorsqu'ils ne sont pas appliqués dés la récolte ou dés le conditionnement,
ce qui sous—entend sur des tubercules blessés. Leur inefficacité progres-—
sive ne proviendrait pas d'une pénétration de l'inoculum externe dans le
périderme, ainsi que le supposent certains auteurs, mais de la cicatrisation

du tubercule empéchant le fongicide d‘'atteindre l'inoculum interne.

Ce mode de contamination, par voie systémique des tubercules,
nous semble prépondérant dans la propagation de la maladie :
- d'une part, parce que l'inoculum ainsi transmis ne peut pas €tre &liminé
par des traitements externes ;

- d'autre part, parce qu'un taux d'inoculum interne, méme minime, du plant
peut amener, si les conditions climatiques sont favorables, un taux &levé
de tubercules fils contaminés. En outre, lorsque les facteurs externes sont
peu propices & la maladie, la transmission systémique du parasite n'est ja-
mais nulle et assure ainsi le maintien d'un certain potentiel infectieux.

La production de toxines par Phoma exigua var. foveata explique-
rait le développement particulier des nécroses dans les tubercules blessés
maintenus & 4°C. Ce mode de conservation, qui est nécessaire pour préserver
la vitalité du plant, favorise le parasite latent dans la compétition qui
existe au niveau des tubercules blessés contaminés entre la cicatrisation
et le développement du champignon. En effet, il est bien connu qu'd dés tem-—
pératures égales ou supérieures & 15°C, la formation du péridérme de blessu-
re est trés rapide et les nécroses n'apparaissent pas. A 4°C, au contraire,
ces réactions sont & la fois lentes et incompl&tes et bien que le parasite
se développe lentement dans ces conditions, sa croissance pourrait &tre
suffisante pour que les composés toxiques soient produits enclanchant le
processus nécrotique. Par ailleurs, la conservation & basse température mo-
difie 1'équilibre biochimique des tubercules dans le sens d'une augmentation
du taux de sucres réducteurs, qui im vitro se sont révélés favorables 3 la

production de ces composés phytotoxiques.
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