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RESUME DE LA THESE

La maladie de la nécrose des collets de Cruciféres due i 1'Ascomycste
Leptosphaeria maculans, plus connu depuis longtemps sous sa forme conidienne
Phoma linguam, est trés répandue et prend des proportions graves dans les cul-
tures intensives de Chou et dans les zones ol la culture du Colza est en pleine
expansion. Malgré les améliorations génétiques et l'utilisation de cultivars
actuellement beaucoup plus tolérants, la maladie pose toujours des problimes.
Dans la perspective de faciliter la s€lection génétique par une meilleure com—
préhension des mécanismes biochimiques qui provoquent une réaction de tolérance

chez ces cultivars, nous nous limitons dans ce travail & préciser les modalités

de l'attagque parasitaire chez un hdte trés sensible.

Dans une premiére partie consacrée a 1'agent pathogéne et & son hbte,
nous précisons la biologie de la reproduction du Champignon 3 partir de souches
monoascosporées et d'isolats conidiens. Nous avons cherché ensuite a établir
une corrélation entre quelques caractéres culturaux des souches, leur agressi-
vité et 1'hétérothallisme que présente cette espéce. Cette premidre &tude per-
met de montrer qu'il n'existe aucune corrélation au niveau génotypique ; par
contre, nous avons pu caractériser chez Leptosphaeria maculans un phénotype

particuliérement agressif.

L'influence du génotype de 1'hdte sur 1l'évolution de la maladie de
la nécrose des hypocotyles, en conditions contrSlées, se traduit par la mani-
festation d'une trés grande sensibilité du Chou, bien supérieure i celle d'un
cultivar trés sensible de Colza. En &tudiant également 1'influence de la tempé-
rature, nous montrons que l'expression du caractére résistant chez les Colzas

tolérants 4 la maladie ne s'effectue que si la température d'incubation est
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relativement basse. Les résultats de cette étude épidémiologique nous ont conduit
3 choisir le Chou comme plante~hdte trés sensible pour la suite de nos investi-

gations sur les mécanismes d'attaque du parasite.

Une &tude au microscope &lectronique & transmission a permis de com—
prendre le mode de pénétration du Champignon et la fagon dont il envahit les
tissus de l'hypocotyle. Cette &tude révdle que les conidies utilisées pour la
contamination péndtrent directement dans la plante par les stomates ; les fila-
ments germinatifs gqu'elles émettent ensuite se propagent uniquement par les
espaces intercellulaires et colonisent les vailsseaux conducteurs. L'action du
mycélium affecte principalement les parois cellulaires qui sont hydrolysées
intensément mais de facon progressive ; i partir des observations effectuées,

on ne peut déceler aucune action précoce d'une &ventuelle toxine.

Dans la seconde partie de notre travail, nous abordons le déterminis-—
me moléculaire du pouvoir pathogéne en recherchant des substances produites par
le Champignon susceptibles de provoquer des désordres physiologiques identiques

i ceux provoqués par 1'agent pathogéne.

En culture Zn vitro et dans les hypocotyles nécrosés, on peut mettre
en évidence la présence d'une substance phytotoxique dont la structure a &té
jdentifide 3 la sirodesmine PL, substance de la famille des épidithiodicéto-
pipérazines. Cependant, nous sommes amené 3 considérer le rdle de cette molé-
cule dans la pathogendse comme secondaire. En effet, la sirodesmine PL n'agit
pas spécifiquement sur les Cruciféres ; introduite dans des hypocotyles elle
ne reproduit pas le symptdme typique de la nécrose ; ensuite, il n'existe
aucune corrélation entre sa production, in vitro, et l'agressivité du Champi~
gnon ; des cultivars de Colza se comportant trés différemment & la maladie
manifestent la méme sensibilité 4 cette toxine. Par conséquent, il est probable
que la sirodesmine PL participe aux processus de dégradation tissulaire mais
n'en est pas la cause initiale. Ces résultats concordent avec 1l'absence d'ob-
servations en microscopie électronigue relatives aux effets d'une toxine sur

les structures cellulaires.

L'action du Champignon sur les parois cellulaires dé 1'hOte &tant
eytologiquement remarquable, nous avons orienté notre &tude vers la caractéri-
sation des glycanases fongiques produites, in vitro, en présence d'une prépa-

ration 4 base de parois cellulaires purifiées d'hypocotyles. Nous avons




ensuite montré que le filtrat de culture obtenu dans ces conditions reproduit
le symptdme de la nécrose quand on l'injecte dans les hypocotyles. La mise en
place d'un protocole de purification a abouti & attribuer ces effets nécro-
sants 4 une enzyme, la polyméthylgalacturonase. Ce résultat indique que dans

le cas de la maladie des Cruciféres due & Leptosphaeria maculang une protéine
enzymatique 2 caractdre phytotoxique est trés certainement 3 l'origine de la
formation de la nécrose. Des investigations plus poussées devraient le con-
firmer et ouvrir des perspectives susceptibles de faire progresser la sélection

de cultivars de Colza plus résistants.




INTRODUCTION GENERALE

La maladie de la jambe noire des Cruciféres (Black leg pour les au-
teurs anglo-saxons) est connue des Phytopathologistes depuis de nombreuses années
et au cours des six derniéres décennies on peut relever les travaux épidémioclo-
giques de WALKER (1922), CUNNINGHAM (1927), HUGHES (1933), POUND (1947),
CRUICKSHANK et PAﬁMER (1954). Ces études ont essentiellement analysé le développe-
ment de la maladie sur les Cruciféres maraichéres, en particulier sur le Chou et
ses multiples variété@s. L'agent pathogéne, un Champignon Ascomycdte, est connu
actuellement sous le nom de sa forme parfaite : Leptosphaeria maculans (Desm.)
Ces. et de Not., alors que les travaux &pidémiologiques cités ci-dessus ne s'in-

téressaient qu'au rdle de la forme imparfaite Phoma linguam (Tode) Desm.

Cette meilleure connaissance de l'agent pathogéne est liée & la vi-
: goureuse expansion en Europe du Nord de la culture du Colza, Crucifére intéres-
sante par sa richesse en huile. Cette oléagineuse voit son aire de culture s'é-
tendre chaque année. Bien installée au Canada, elle progresse notamment en Aus-
tralie et en Espagne. Cette exteasion a souvent été accompagnée d'une densifica-
tion des semis sur une méme région -en France : en Champagne berrichonne ; en
Hollande : dans les Polders-, et d'une rotation plus rapide de l'assolement

traditionnel. Pour notre seul pays, la surface occupée par la culture de cette




e

5

Crucifére avoisinera, en 1981, 500 000 hectares alors qu'elle était légérement
inférieure & 100 000 hectares en 196L4/1965. L'intensification de la culture de
Colza au milieu des années 60 a provoqué dans le Centre de la France une grave
épidémie caractérisée par une verse parasitaire due & la "nécrose du collet"
avec corrélativement une chute importante des rendements. Le programme expéri-
mental mis en place & cette &poque et portant sur l'étude de la maladie en con-
ditions naturelles a abouti, avec les travaux de LACOSTE, LOUVET et leurs colla-
borateurs en 1969-1970, & une meilleure connaissance des conditions favorables

a4 l'apparition de la maladie.

L'enfouissement précoce des résidus de culture prescrit d la suite
de ces travaux a entrainé une nette régression de l'épidémie. Malgré cela, et en
dépit des constantes améliorations géndtiques et des progrés techniques réalisés
en pratique agronomique et en traitement, le rendement moyen progresse trés len-
tement restant encore inférieur & 30 g/ha en 1980 pour une production nationale
de 1 200 000 t. Cette évolution lente de la productivité peut s'expliquer par
1l'existence constante d'un taux de contaminations naturelles mais elle paralt
aussi liée aux nombreuses difficultés rencontrées par les sélectionneurs qui se
trouvent confrontés & la fois avec le probléme de la tolérance au Champignon et

celui d'une production croissante d'huile sans acide érucique.

A ce jour, seules les contaminations naturelles constituent encore
le moyen d'évaluer 3 grande &chelle la tolérance & la maladie des cultivars nou-
vellement sélectionnés. Sur un plan fondamental, aucun des mécanismes d'action
du Champignon qui aboutissent & la formation de la nécrose ne sont actuellement
connus et on mesure mieux 1'intérét gque présente cette conneissance gquand on
sait gu'elle peut déboucher sur des applications dans le domaine agronomique,en
sélection notamment. Cet aspect fondamental du parasitisme constitue l'objet
du travail présenté dans ce mémoire. Dans une premidre partie nous définirons
le mod8le biologique de base qui servira & 1'é@tude,d l'échelle moléculaire, de la
relation hdte-parasite. Pour cela, nous avons cherché & reproduire la maladie en
conditions artificielles chez de jeunes plantes sachant que la résistance de
certains cultivars de Colza se manifeste d8s le stade cotylédonaire (ALABOUVETTE,
1969 ; BRUNIN, 1970). Mais pour mieux comprendre l'ensemble des mécanismes sus-
ceptibles delimiter l'action du parasite chez les plantes tolérantes, il est né-
cessaire de connaitre parfaitement la nature des désordres biochimiques condui-

sant & la nécrose chez un hdte sensible.




Les deux premiers chapitres seront donc consacrés respectivement
& la recherche d'une souche pathogéne trés agressive puis d'une Crucifdre parti-
culiérement sensible & la maladie. Les protagonistes &tant en place, nous obser-
verons dans un troisiéme chapitre par une &tude au microscope &€lectronique 3
transmission, les perturbations que provogque le Champignon chez son hdte au ni-

veau des structures cellulaires.

La deuxiéme partie du travail constituera une approche de 1'@tude
du déterminisme moléculaire du pouvoir pathogéne, en analysant tout d'abord le
rdle 4'une toxine produite par le Champignon ; puis, conformément aux renseigne-
ments recueillis & la suite de 1'@tude ultrastructurale, nous aborderons 1'as-

Pect enzymologique de l'agression parasitaire.




PREMIERE PARTIE
L’AGENT PATHOGENE ET SON HOTE




CHAPITRE 1 : BIOLOGIE DE L'AGENT PATHOGENE

I. INTRODUCTION

Aprés un rappel de la position systématique du Champignon et un
apergu sur les données biologigues naturelles et culturales, nous précisons la va-

riabilité des caractéres culturaux et de l'infectivité de 1'agent pathogéne.

- Position systématigue :

Le Champignon qui nous intéresse fut & l'origine inclus dans le
genre Sphaeria et décrit sur Brassica campestris comme étant Sphaeria maculans
(DESMAZIERE, 1846). En 1863, CESATI et DE NOTARIS créent le genre Leptosphaeria :
Sphaeria maculans devient Leptosphaeria maculans. Dans les années qui suivirent,
une certaine confusion devait cependant régner chez les systématiciens & propos de
ce Champignon. FUCKEL (1870) puis SACCARDO (1883) décrivent respectivement sur
Alliaria officinalis et Brassica napus, Pleospora napi et Leptosphaeria napt.

Plus prés de nous, SMITH (1956) fait &galement la description d'un Leptosphaeria
napt meis SMITH et SUTTON, en 196k, identifient finalement Leptosphaeria napi i
Leptosphaeria maculans.

SACCARDO avait dans son répertoire supposé l'existence d'une rela-
tion entre Leptosphaerta maculans et la forme conidienne Phoma. Cette idée fut
reprise par NULLER en 1953 et confirmée en 1957 successivement par MULLER et
TOMASEVIC puis par HOLM qui précisent qu'il s'agit de Phoma linguam. BOEREMA et
VAN KESTEREN.( 196k4) estiment qu'il est préférable d'attribuer la forme imparfaite

e




du Champignon & Plenodomus linguam, en raison de l'existence de deux types de
pycnides : les unes avec des parois gréles et un pore circulaire, les autres

avec des parois épaisses et sans pore bien défini.

- Biologie naturelle : ‘
Pour la description de la forme parfaite et de la forme conidienne

du Champignon, nous reportons la reproduction de deux figures extraites des ou-
vrages de LACOSTE (1965) et de BOEREMA et VAN KESTEREN (1964).

Les périthéces du Leptosphaeria maculans se développent en tres
grand nombre sur les tiges séches et noircies du Colza, principalement dans la
région du collet. Ils ont un diamdtre de 300 & 40O p sur une hauteur de 250 u
et sont terminés par un petit col portant un ostiole circulaire. Leur formation
nécessite une période de températures relativement basses, de ce fait on les ob-

serve, en fonction des régions, de Septembre & Novembre.

Figures! & 3 : Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. et de Not.

1 - pénithéce ; 2 - asque ; 3 - ascospore.




Les asques sont oblongs avec un pied court ; leur taille varie de

100 & 150 p x 12-15 p. Ils contiennent toujours 8 spores.

Les ascospores sont fusoldes, & 6 cellules, offrant une 1égére cons-
triction au niveau des septums et plus fortement au niveau du septum central.

Elles ont une taille variant de 35 8 60 1 x 6 y et sont en général jaune-brun.

Ces ascospores sont €émises en trés grand nombre en fonction de la
plﬁviométrie ; ALABOUVETTE et BRUNIN (1970) ont bien montré la relation qui s'éta-
blit entre les périodes de fortes précipitations, 1l'émission des ascospores et
l'apparition de la maladie. Ces travaux ont &té confirmés gquelques anndes plus
tard par des auteurs australiens qui aboutissent aux mémes conclusions (Me GEE et
EMMETT, 1977 et Mc GEE, 1977).

Les pycnides se forment essentiellement sur les organes végétatifs
parasités, en particulier au niveau des macules cotylédonaires et foliaires qui

apparaissent sous l'action du Champignon.

Ces pycnides émettent un grand nombre de spores hyalines, unicellu-
laires, de 5 & 6 u de long, dans un mucilage qui prend la forme 4'un ruban, au
moment de 1l'expulsion des spores. Leur rdle épidémiologique est nettement moins
important que celui des ascospores ; ce point sera plus amplement discuté dans le

chapitre suivant.

Figunes 1 et 2 : Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. et de Not.
Formes concdiennes d'apn2s BOEREMA et VAN KESTEREN

1 - phénotype 1 - Plenodomus linguam |(Tode ex. Fr.) Héhn.
a) sun une graine de Chou - b) section verticale -
c) détail de fa strwucture des parois et ornigine des spores.

2 - phénotype 11 - Plenodomus linguam (Tode ex. Fr.) Hohn.
a) sur une tige morte de Chou - b) section verticale.
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- Biologie culturale :
Des périthéces de Leptosphaeria maculans peuvent €tre obtenus sur

différents milieux naturels 3 partir d'un isolement monoascal (LACOSTE, 1965)
mais aucune fructification sexufe ne s'ébauche dans les mémes conditions avec

des souches monoascosporées, ce qui peut faire suspecter l'existence d'un hétéro-
thallisme. Dans un premier temps, nous nous efforcerons de préciser les modali-
tés de la reproduction sexufe du Champignon en cherchant & identifier des thalles
compatibles par des croisements entre souches monoascosporées. Puls, nous nous
consacrerons 3 la recherche désormais devenue classique de critéres culturaux
permettant de différencier d'une part les types de thalles compatibles et d'autre

part les souches possédant un pouvoir pathogéne €levé.

- Variabilité du Champignon :

L'examen de cet aspect nous améne & évoquer l'agressivité de
l'agent pathogéne. Telle que la définit VAN DER PLANK (1968), l'agressivité pos-
sdde un support polygénique et exprime la capacité plus ou moins grande d'une
souche 3 provoquer des dégats chez la plante-hSte. Les différences d'agressivité
observées pour différentes souches d'un méme agent pathogéne sont simplement

quantitatives.

La variabilité des caractéres culturaux et du.pouvoir pathogéne est
un phénoméne trés répandu chez les Champignons phytopathogénes. Pour certains
d'entre eux, 1l'agressivité est en relation trés &troite avec certains critéres
tels que la croissance sur un milieu nutritif g€losé&, c'est le cas pour Cerato—
cystis ulmi (GIBBS et BRASIER, 1973) ou encore avec la forme dressée des poils
des carpophores chez Polyporus tomentosus (WHITNEY et BOHAYCHUK, 1976 ; WHITNEY
et BOHAYCHUK, 1977). De nombreuses &tudes ont déjd &té réalises sur la variabi-
1ité de la croissance, de la sporulation, de la pigmentation et de la pathogénici-
té d'isolats et de souches conidiennes de Phoma linguan (CUNNINGHAM, 1927 ;
HUGHES, 1933 ; BUDDIN, 1934 ; POUND, 1947). Toutefois, les ascospores de Leptos—
phaeria maculans assurant essentiellement la contamination naturelle des Cruci-
féres par voie aérienne, nous nous proposons de reprendre cette étude avec, cette

fois, des souches monoascosporées ainsi gu'avec deux isolats conidiens du Cham-

pignon.




IT. MATERIEL ET METHODES

1) LES SOUCHES EMPLOYEES

a) les souches monoascosporées :

Les souches ont &té€ isol@es au micromanipulateur de Defontbrune
selon une technique d&crite par LACOSTE (1965). Les ascospores n'ont pas été
choisies au hasard mais proviennent de deux asques isolés chacun & partir d'un
périthéce formé sur un pied de Colza nécrosé différent. Leur libération de l'as- |
que a nécessité l'hydrolyse de la paroi & température ambiante par une solution
de suc digestif d'Heliz pomatia (I.B.F.) 3 0,5 mg par millilitre de tampon acide
citrique-phosphate disodigue 0,01 M de pH 5,5 ; au bout de 20 minutes, les ascos-—-
pores peuvent &tre transférées dans les gouttes d'isclement aprés avoir &té rin-
cées dans de l'eau distillde stérile. Dans la mesure du possible, nous nous
sommes efforcé d'isoler leé spores dans l'ordre qu'elles occupent dans l'asque ;
cecl n'est pas toujours chose facile, tout d'abord en raison de leur forme
fusolde et de leur chevauchement et puls, parce que souvent deux ou trois des
ascospores situées au sommet de 1l'asque sont réunies entre elles par leur masse-
lotte ﬁucilagineuse. Les souches ont &t& ainsi numérotées de 1 & 8 pour le premier
asque et de 1' & 8' pour le second, l'ascospore 8 ou 8' correspondant 3 celle
située prés du pied de l'asque. Pour le second asque, la spore 5' ayant trds mal

germé n'a pu &tre récupérée.

b) isolats pluriconidiens :

Deux souches ont &té également isolées 3 partir de Choux de Milan
malades (Brassica oleracea L., var. sabauda L., cultivar "De Pontoise"). Ces
choux proviennent essentiellement de la région parisienne et ont &té contaminés
naturellement. A deux &poques différentes, nous avons prélevé une pycnide sur une
feuille de Chou maculée et effectué pour chacune un isolement pluriconidien au

micromanipulateur.

2) CONDITIONS D'OBTENTION DES PERITHECES, IN VITRO

Sur les milieux naturels employés par LACOSTE, tiges s&ches ou col-

lets de Colza, tiges séches de Phragmites, les cultures monoascales de
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Leptosphaeria maculans sexualisent & 18°C, en présence de lumiére blanche four-
nie par des tubes fluorescents "Blanc brillant de luxe" de 40 watts, & raison de
12 heures d'éclairement par jour. L'édnergie regue par les cultures est environ

de T50 pwatts/cm?. Malheureusement, ces milieux et en particulier les tiges
séches ou les collets de Colza, ne fournissent que peu de périthéces. Par contre,

d'assez nombreuses fructifications sexufes s'ébauchent sur de la paille de blé,

" en tubes de 25 x 200 contenant 1 g de paille pour 20 ml d'eau distillée. Les pre-

miéres ébauches apparaissent vers le 21eme Jour de culture et les ascospores se

différencient, en général, 3 & &4 Jours aprés ; dans chaque asgue, il se forme

toujours 8 ascospores de taille &gale.

3) MILIEUX DE CULTURE

Les 17 souches définies ci~dessus sont maintenues en culture sur
un demi cylindre de Carotte dans des tubes 4 étranglement dits de Roux, & 18°C

et 4 la lumiére blanche.

Leur vitesse de croissance est mesurée aprés 15 jours de culture
en boites de Pétri, 3 l'obscurité et & 18°C, sur deux milieux naturels gélosés
a2%:

- de l'eau de Pomme de terre 3 50 g/l, glucosée & 1 % et enrichie en extrait de
levure 32 1 % (pH du milieu : 6,7) ;
- du jus Vg, non filtré & 25 % (v/v) (pH du milieu : k,5).

Dix boites ont été coulées par souche ; le diamétre moyen des colo-
nies est calculé et pour chague milieu, les valeurs sont comparées deux & deux
par la méthode de la différence des moyennes selon la loi de STUDENT-FISHER. Cet-
te étude statistique permet d'établir un classement des souches selon que leur
différence de vitesse de croissance est hautement significative (au seuil de

1 %), significative (au seuil de 5 %) ou non significative.
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L) MESURE DE LA PYCNIOGENESE ET DU POUVOIR PATHOGENE

Dans les deux cas, les cultures sont réalisées en tubes 25 x 200
sur le milieu d'eau de Pomme de terre glucosé, enrichi en extrait de levure, &
18°C et en lumiére blanche. Cing tubes sont ensemencés pour la méme souche avec
un fragment de mycélium prélevé sur Carotte. Aprés 20 jours de culture, la sur-
face mycélienne est lavée avec 10 ml d'eau distillée 3 l'aide d'un mélangeur tour-

billon, les conidies étant ensuite numérées avec un hématimétre.

Pour les contaminations, les volumes sont réunis et la concentra-
tion finale est amenfe pour chaque souche & 107 conidies par millilitre de sus-
pension. Le pouvoir pathogéne est évalué en contaminant en microphytotrons des
plantules de Chou rouge au stade cotylédonaire par pulvérisation de la suspension
de pycniospores et en dénombrant les plantules nécrosées aprés 6 semaines d'in-
cubation & 20°C. La raison pour laquelle nous avons choisi le Chou comme plante-

hdte, & savoir sa grande sensibilité, est explicitée dans le chapitre suivant.

ITI. RESULTATS

1) MISE EN EVIDENCE D'UN HETEROTHALLISME BIPOLAIRE

Sur la paille de blé, les cultures des 15 souches monoascosporées
et des deux isolats demeurent stériles. Croises deux & deux, les 8 ascospores
du premier asque fournissent 16 combinaisons fertiles, les 7 ascospores du second
n'en produisant que 12. Les périthéces sont mirs et tous les asques renferment
8 ascospores. Ceci démontre bien 1'existence d'un hétérothallisme bipolaire chez
Leptosphaeria maculans, les deux types de thalles compatibles étant désignés
par les signes (+) et (-).

Le croisement des deux isolats entre eux fournit &galement des
périthéces mirs, les ascospores étant en tous points semblables 3 celles déerites
par LACOSTE pour Leptosphaeria maculans : elles sont fusoldes, & 6 cellules, of-
frant une légére constriction au niveau des septums et plus fortement au septum

central ; leur taille varie de 40 & 55 4 x 6 Y. A la différence des asques produits
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par la confrontation de deux souches monoascosporées compatibles, ceux obtenus par
_le croisement des deux isolats renferment trés rarement 8 ascospores ; on en
‘observe généralement que 6 ou 7 et il est méme parfols possible de n'en trouver

que deux trés volumineuses. Il nous faut donc constater que les souches monoascos-

porées et les deux isolats, ou seulement 1'un des deux, ne sont pas totalement

isogéniques.

A 1'issue de cette confrontation des thalles, nous avons classé
arbitrairement les souches :

6,7,8 = 1',2' ,4',T' et un isolat conidien comme &tant de signe (+) ;
- 1,3,4,5 - 3',6',8' et le second isolat conidien comme &tant du signe (-).

A 1'examen du résultat, il est difficile d'avoir une idée précise
sur la fagon dont ségrégent les facteurs de compatibilité 3 la méiose. Le premier
asque semble pré-réduit, le second post-réduit. Nous avons eu l'occasion, il y a
quelques années, d'isoler les 8 ascospores de 4 asques ; le regroupement par asque
des deux types de thalle avait donné

a) (+) : 1:233sh b) (+) . 1929h35
(-) : 596:7,8 (') : 3’6’738
C) (+) : 192g638 d) (+) . 1’3,596
(=) = 3943557 (=) 2ah’7’8

Un seul cas (a) fournit un exemple caractéristique d'asque dans le-
quel les facteurs de compatibilité ségrégent en premiére division de méiose ; pour
(c) et (d), cette ségrégation semble avoir lieu au cours de la seconde division.

Les deux modes de ségrégation paraissent donc s'opérer en ce qui concerne ces fac-
teurs.

2) VARIABILITE DU POUVOIR PATHOGENE

Nous avons regroupé dans le tableau 1 les résultats des contami-
nations en représentant pour chaque souche le pourcentage de plantules de Chou

2 P4
necrosees.
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Tabfeau 1 : Résultats des contaminations de plantules de Chou
pan des souches monoascospordes et 2 Lisolats conddiens de
Leptosphaeria maculans.

Souches (signe du thalle) | i(+) | (=) | 1(=) | 2(+) | 3(=) | k(=) | 5(=) | 6(+) | T(+} " 8(+) 1(+) 20(+X 3(=) ] br(a) L 60(=) [ Teded [ B()
: b v J s1) s1| 6 | so | 63 |66 | s

Soobre de contemines | 54 | 55 | 60 | sk | 5 3 | 55 9 | 5 56

pranciles nécroaées s3 35 3 -3 34 3N T 28 I 4o 3 19 36 25 48 ¥y 37

hnrn&c;:t;::;c de plantes 9B,1 ] 63,6 ] 55,6 ] 38,2 ] 62,9 ] 58,5 | 67,3 | 57,1 | 15,2 | Ti,b 66,6 68,47 60 50 .76,2 74,2 | 82,2

=

i : isolat conidien.

Les pourcentages calculs indiquent clairement qu'au sein d'un
esque, le pouvoir pathogéne varie d'une souche monoascosporée i l'autre avec
parf01s une grande amplltude. Cette variabilité se rencontre également chez les

isolats conldlens et on remarque tout particuliérement la forte agressivité de

celui de signe (+).

Etant donné les dlfferences de pouvoir pathogene observegsApour

les ascospores d‘un méme asque, peut—on regrouper ces souches en classes distinc-
tes en fonction de leur agress1v1te ? Pour cela, nous avons appliqué la méthode
du test %2 de PEARSON aux 8 souches monoascosporées du premier asque, puis au 7
souches du second, en calculant la valeur du x2 pour l'effectif global et en la
comparant avec la valeur théorique donnée par la table, au seuil.de 5 %, en fone~
tion du nombre de degrés de liberté correspondant. Les résultats obtenus sont

les suivants

- premier asque : souches 1 3 8 :

XZcaleulée venreeeneennnnns . e..23,57
nombre de degrés de liberté....15
y%théorique..... s Ceeeene. 25,00
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- deuxiéme asque : souches 1' & 8'

X2 caloul€.eveninrinnnnns cieeeeeases 16,1k
nombre de degrés de liberté......... 13
X thBorigue..eveseeencereeceacensas 22,36

~

7 Les valeurs calculées &tant inférieures dans les deux cas a celles
de la table, on en conclut qu'il n'y a pas d'hétérogénéité entre les souches
monoascosporées d'un méme asque en ce qui concerne leur agressivité et que par

conséquent, il n'y a pas de classes & établir.

-~

Un tel résultet nous améne & écarter toute relation entre compati-
bilité et pouvoir pathogéne. Par conséquent, l'étude des caractéres culturaux
des 17 souches se limitera & la recherche de la possibilité de différencier les

thalles de signe (+) et (-) ainsi qu'd caractériser 1l'isolat trés agressif.

3) RECHERCHE DE CRITERES CULTURAUX POUVANT ETRE EN RELATION AVEC
LE SIGNE DES THALLES COMPATIBLES ET L'AGRESSIVITE DE L'ISOLAT
DE SIGNE (+)

a) aspect des cultures sur Carotte :

La plupart des souches monoascosporées ainsi que 1l'isolat de si-
gne (-) se présentent sous la forme d'une trame mycélienne compacte pigmentée de
jaune et de vert s'assombrissant en vieillissant ; le mycélium des souches 6
(de signe +) et 6'(de signe ~) est beaucoup moins pigmenté&. A premiére vue, il n'y
a pas de différences phénotypiques entre les souches compatibles. Par contre,
pour l'isolat agressif de signe (+), l'aspect de la culture est trés différent ;
la nappe mycélienne est nettement plus rase et l'abondance des pycnides donne une
teinte noirftre 3 la culture dds les premiers jours du développement mycélien.

La libération des conidies dans un mucilage rose provoque la formation caractéris—

tigue de nombreuses petites plages colorées.

En conséquence, les différents thalles ne présentent aucun caractére

particulier pouvant &tre relié 3 1'hétérothallisme.

b) groissance sur des milieux naturels gélosés :
. crodssance sun miliew d'eau de Pomnme de terre : la valeur moyenne

du diamétre des colonies exprimée en mm est figurée dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Valeur moyenne de La croissance de 15 souches mono-
ascosponées et de 2 isolats conidiens de Leptosphaeria maculans
st un milieu d'eau de Pomme de terre.

Souches (signe du thalle) | i(+) | i(=) | =) | 2(+) | 3(=) [u(=) ]| 5(-) [6(«) | TCe) | B(s+) [10(e) | 20(4)30(=) [Uo(e) [62(=) | T°(+) |B:()
Diamdtre moyen bs,6 | 51,1 | 39,2 | 36,1 | 39.3 | 39.1 | 36.4 |uo,b [35,0 | ko9 {u6,0 | 38,5 38,8 {36,8 52 | 47,8 {50,%
Ecart-type 2,0 1,5 1,21 1,61 1,6 | i, 1,1 ] 1,6 1201 1,9 | 23 3,bt 2,3 ] 32 2,0 | 2,5 | 1,7

i : isolat conidien.

Statistiquement, les souches peuvent &tre regroupées :

-en deux classes pour le premier asque

[1(-),3(=),4(-),6(+),8(+)]1 et [2(+),5(-),T(+)]

~en trois classes pour le second

[1'(+), T ()T , [2'(+),3"(=),4"(+)] et [6'(-),8"(-)].

La croissance des deux isolats est significativement trés diffé-

rente de celles des souches monoascosporées du premier asque uniquement.

Sur ce milieu et dans nos conditions de culture, les 17 colonies
présentent beaucoup de similitudes avec en particulier un mycélium d'aspect
laineux, légérement brundtre, pigmenté de gris au centre et bordé par une frange
vert-olive. Les pycnides sont en général peu nombreuses sauf pour les souches
4,2' 4 6',8' ; par contre chez l'isolat agressif, elles se différencient en

trés grand nombre.

Aucune relation ne peut &tre faite entre le signe des thalles
compatibles, leur vitesse de croissance et leur aspect sur ce milieu ; d'autre
part, hormis une forte pycniogenése, l'isolat agressif ne présente aucun carac-

tére phénotypique particulier.
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. cwdssance sun Le milieu au fus Vg : Les résultats sont repré-

sentés de la méme facon que pour l'essai précédent, dans le tableau 3.

Tableau 3 : Valewr moyenne de La croissance de 15 souches mono-
ascosponBes ek de 2 isolats conidiens de Leptosphaeria maculans
sun un milieu au fus V

g
Souches (signe du thalle) | i(+) | i(=) [ (=) | 2(+) { 3(=) [&(=) [ 5(=) {6(+) ]7(+) | B(+) [10(¢) f20(4) |32(=) JUo(e) }6(=) | T*(+) |B'(~)
Diamdtre moyen be,2 | 34,3 | ko, | 36,0 | %0,7 | 25,2 | 25,1 |2T,1 |38,% | 28,9 |3u,6 {37,7 |33,6 |37,8 j39,b | 32,6 |37,5
Ecart=type 1,2] 1,6 1,0 51 2,01 6,7} 0,9 | 0,9 L) 1,7 12,5 | 1,2 | 13|24 |22 1,3 ] 1,1

i : isolat conidien.

Les souches se classent de la fagon suivante :

- pour le premier asque
[10(-),3(-)1 - [2(+)] = [4(=),5(=)1 - [6(+)] = [T(+)]1 - [8(+)]
- pour le deuxiéme asque

[11(+),3'(=), 7' (+)] = [2'(+),L"(+),6"(-),8"(-)].

Sur ce milieu, la différence entre la vitesse de croissance de 1'i-
solat agressif et celle des 16 autres souches est hautement significative. De
plus, la colonie est trés différente d'aspect : le mycélium brun-foncé se 4é-
veloppe réguliérement de fagon trés rase en fournissant une abondante pycnio-
genése, tandis que les autres souches, y compris le deuxiéme isolat, se caracté-

risent par un mycé&lium duveteux, blanchdtre avec un anneau périphérique brun-

orangé. La formation de secteurs a &té& également observée chez une souche mono-

ascosporée, la souche 1' ; tout comme pour le milieu d'eau de Pomme de terre, en
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présence de jus V8 on ne note aucune caractéristique particuliére relative aux
thalles compatibles ; par contre 1l'isolat agressif présente un phénotype tres par-

ticulier.

c) relation avec la pycniogénése :
Le graphique 1 illustre les différentes capacités des souches & spo-

‘ruler sur le milieu d'eau de Pomme de terre ; les valeurs indiquées représentent

le nombre de conidies par millilitre de suspension.

L'abondante pycniogenése observée antérieurement pour 1l'isolat
agressif 4 la lumidre sur Carotte et &galement 3 l'obscurité sur eau de Porme de
terre et jus Vg est confirmfe dans cet essai. En ce qui concerne les autres sou-
ches, la variabilité de la sporulation est trds grande et rend impossible toute

relation avec l'hétd8rothallisme.

Graphigue 1 : Vardiation de La pycniogenZse pour 15 souches mono-
ascodpondes et 2 isolats conidiens de Leptosphaeria maculans.
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IV. DISCUSSION

Les résultats obtenus avec des souches monoascosporés de Leptos—
phaeria maculans concordent avec ceux des travaux de CUNNINGHAM et POUND en par-—
ticulier qui ont été réalisés avec des isolats et des souches monoconidiennes

de Phoma linguam.

Les souches monoascosporées. present§§3“donc une grande variabi-
_llte de leur vitesse de cr01ssance de leur sporulation et de leur pouvoir pa~
4thogene. HUGHES constatait déjd en 1933 qu'on ne pouvait retenir le pouvoir
pathogéne comme critére de différenciation entre des souches de Phoma linguam.
D'une autre maniére en ayant recours & une méthode statistique, nous confirmons
ce point de vue en démontrant qu'on ne peut &tablir de classes distinctes entre
les ascospores d'un méme asque de Leptosphaeria maculans, en se basant sur le
seul critére d'agressivité. Toutefois, il semble exister chez Leptosphaeria ma-
culans un type de thalle trés fortement pathogénique en conditions expérimenta-~
’les, possédant des caractéristiques culturales particulidres trés différentes
de celles de souches monoascosporées. La distinction est nette sur Carotte et
sur un milieu au jus VS : on observe toujours une abondante pycniogenése et une
pigmentation brun foncé 3 noir de la culture. Nous avons eu l'occasion de com-
parer ¢ette souche avec un isolat trés agressif provenant de Choux malades cul-
tivés dans la région du Wisconsin® (Etats-Unis). Cet isolat présente les mémes
caractéristiques culturales que le ndtre. Une autre souche fortement pathogéne,
isolée cette fois & partir de pieds de Colza nécrosés, a &té récemment décrite
au Canada comme présentant de trds grandes analogies avec la souche "Wisconsin"
(PETRIE, 1978).

Tout ceci semble donc confirmer 1l'existence. dhun phenotype agres-

51f chez Leptosphaeria maculans ; &tant donné l'absence gquasi totale de similitudes

e

culturales entre cet isolat et les souches monoascosporées et en raison de sa
nature hétérothallique, nous pouvons supposer que cette souche résulte plutdt

! 1 1 até
d'une mutatigp que d'une hétérocaryose.

% Nous nemercions vivement Le Progesseurn P.D. MAXWELL, de £'Universdts de
Madison (Etats-Unis), de nous avoir procurd cette souche.
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Dans cette &tude de la biologie du Champignon, nous avons mis en
évidence l'existence d'un hétérothallisme bipolaire chez Leptosphaeria maculans.
Malheureusement, aucun rapprochement ne peut €tre établi entre les deux types

de thalles compatibles et certains caractéres culturaux.

V. CONCLUSION

Leptosphaeria maculans est un Champignon présentant une trés
grande variabilité de ses souches monoascosporées, excepté pour leurs caracté-
res phénotypiques qui sont assez voisins. En outre, le Champignon est capable
de produire naturellement wn thalle trés agressif dont le phénotype se diffé-
rencie nettement de celui des souches précédentes sur certains milieux. Nous
disposons donc d'une souche trés agressive pour la suite de notre expérimen-
tation. Dans 1'immédiat, nous nous proposons d'étudier son influence, en con-
ditions contrdlées, sur diverses espéces cultivées du genre Brassica, afin de

savoir si toutes présentent la méme sensibilité.




Photo 1

Aspect de la souche monoascosporée 1' sur le milieu au jus VB
32 18°C et 3 l'obscurité. Noter la formation de secteurs et les
deux phénotypes trés distincts obtenus (1 et 2) (1 : phénotype

caractéristique d'une souche monoascosporée).

Photo 2 :
Phénotypes des deux isolats conidiens de signe (+) et (~) et d'une
souche monoascosporée sﬁr un milieu au jus V8’ a 18°C et 3 1l'obs-
curité.

(+) : isolat agressif.
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CHAPITRE II : ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE DE LA MALADIE
DE LA NECROSE DES CRUCIFERES EN CONDITIONS CONTROLEES

I. INTRODUCTION

L'objectif principal de cette &tude est d'analyser, en conditions
contrClées, l'influence de deux paramdtres, le génotype et la température, sur
le devenir de la maladie de la nécrose des Cruciféres i la suite d'une infection

par des pycniocspores de Fhoma linguanm.

Nous avons choisi comme plantes-hdtes, trois espéces cultivées du gen-
re Brassica : deux espéces diploides, le Chdu, Brassica oleracea L. (2n = 18,
x = 9), la Navette, Brassicd campestris L. (2n' = 20, x' = 10) et une espéce
allotétraploide naturelle résultant du croisement entre les deux précédentes,
le Colza, Brasstica napus (2n = 38, 2x + 2x' = 18 + 20). Les variétés de Colza
sont connues pour présenter une gamme trés large de sensibilité 3 la maladie,
aussi nous a-t-il paru particuliérement intéressant de savoir si les deux espé-

ces parentes possédent des génes de résistance.

L'expression de ces génes de résistance est-elle soumise & certaines
conditions de température ?. Ce second aspect de notre étude a &té abordé en
fixant de fagon constante deux températures d'incubation, 14°C et 24°C, afin de
comparer le comportement d'un cultivar trés résistant de Colza d'hiver & une
température voisine de celle des conditions naturelles de culture et 3 une

température beaucoup plus élevée.




22

Le choix des pycniospores plutdt que des ascospores comme source
d'inoculum est justifié pour deux raisons. La premiére est qu'il est trés facile
et rapide d'en obtenir 4'importantes quantités en culture pure, ce qui n'est
pas toujours le cas pour les ascospores, les mécanismes de la reproduction sexuée
du Leptosphaeria maculans restant souvent difficiles & contrSler. La secon-
de raison est que certains aspects fondamentaux concernant le pouvoir infectieux
des conidies, en conditions contrdlées, sont encore mal connus. Bien avant la mise
en évidence du rdle fondamental joué par les ascospores dans le développement &pi-
démique de la maladie, d'abord en France (LACOSTE et al., 1969 ; BRUNIN, 1970 ;
BRUNIN et LACOSTE, 1970) puis & 1'étranger (Mc GEE et EMMETT, 1977 ; Mc GEE,
1977), les pycniospores avaient &té rendues responsables de la propagation de
la maladie (WALKER, 1922) et avaient permis la reproduction de symptdmes & la
suite d‘inoculaﬁions artificielles, réalisées malheureusement dans des condi-
tions trés mal définies (HUGHES, 1933 ; POUND, 1947 ; CRUICKSHANK et PALMER, 1954).
Si le pouvoir contaminant des pycniospores ne fait plus de doute {ALABOUVETTE
et al., 19T4) ; WOOD et BARBETTI, 1977), par contre leur rdle dans la pro-
pagation de la maladie est fort discuté (Mac KAY, 1956 ; ALABOUVETTE, 1969).
Toutefois, il semble que les pycniospores, libérées & partir des pycnides for—
mées sur des macules cotylédonaires et foliaires consécutivement & une inocula-
tion artificielle, soient effectivement capables d'attaquer des plantes voisines
non inoculées et 4'y provoquer des nécroses. Mais les effets ne se remarguent
que dans un rayon de 90 cm et décroissent tras rapidement: au fur et & mesure
que la distance séparant les plantes non inoculées du foyer d'infection aug-
mente (BARBETTI, 1976). Par conséquent, le pouvoir de dispersion des conidies
existe, mais demeure extrémement faible comparativement 4 celui des ascospores
(ALABOUVETTE et BRUNIN, 1970).

Etudiant le pouvoir infectieux des pycniospores et la résistance va-
riétale en conditions naturelles et controlées, ALABOUVETTE ne parvient pas,
dans le second cas, & classer les variétés de Colza dans leur ordre de sensibi-
1ité et conclut que la sensibilité variétale ne peut &tre valablement &tudiée
que dans des conditions normales de culture (ALABOUVETTE et al.,19TL4). Cette &tude
mérite d'8tre reprise et approfondie pour savoir si des infections réalisées
en conditions contrdlées permettent ou non d'établir un classement de lignées

de Colza d'aprés leur sensibilité.
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II. MATERIEL ET METHODES

1) ESPECES VEGETALES UTTLISEES

Nous avons choisi pour l'expérimentation 4 variétés de Chou en pre-
nant un cultivar de chaque, un cultivar de Navette et deux cultivars de Colza
oléagineux d'hiver connus pour leur sensibilité trds différente au Champignon.

Ces variétés sont les suivantes :

- Brassica oleracea L.

. var. capitata L. f. rubra (Chou rouge) cultivar "Téte de Négre",
graines Clause ;

. var. botrytis L. (Chou Fleur) cultivar "Merveille des quatre sai-
sons", graines Clause ;

. var. gemmifera DC. (Chou de Bruxelles), cultivar "Anagoor", graines
Clause ;

. var. sabauda L. (Chou de Milan) cultivar "de Pontoise", graines
Clause. ‘

- Brassica campestris L.

(Navette) - cultivar "Daisy" ; ce cultivar est un tétraploide ob-
tenu expérimentalement ;

- Brassica napus L.

. var. oletfera (DC.) Metzger, (Colza), cultivars :="Rg" trés résis-
ta.nt, obtention des Etablissements Ringot
~"Expander" treés
sensible, obtention des Etablissements Dippe.

2) CONDITIONS DE CULTURE

Toutes les graines de Chou sont au préalable désinfectées & l'eau
chaude, 20 minutes & 54°C (NORTON, 1919). Les semis sont faits en pots de section
carrée de 12 cm de c8té, remplis de terre dite de bruyére "Fertiligdne", support
végétal 3 base de Sphaignes, de pH = 5 et renfermant 22 % de matidre organique.

-~

Les pots sont placés & 14°C, en microphytotrons de 1 m3 "Sapratin", &quipés cha-
cun de 2 lampes & iodure métallique "Osram" de 400 watts éclairant les cultures

& raison de 12 heures de lumidre par jour.
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Aussitdt aprés leur levée, les plantules regoivent quotidiennement une
solution nutritive ; sa composition est établie de fagon & obtenir un rapport
entre les éléments N/P/K/Mg/S égal & 15/15/20/2/5. La valeur du rapport N/P/K est
trés proche de celle des engrals composés que l'on fournit aux Colzas d'hiver
au début de leur croissance. La composition de la solution est complétée par un
apport d'oligoéléments : fer chélaté, zinc, cuivre et bore dont les concentrations
respectives sont celles indiquées dans la formule du milieu de Hoagland (HOAGLAND,

et SNYDER, 1933). La solution nutritive est composée des &léments suivants :

- Macroéléments (mg)

NHbNO3........ ........ ceessssans 1425
Ca(N03)2, )-LH20 .......... ceseens .2107
IG-IZPO’* ® 6 0 % 9 0 0 8P e P o s e R B LA L. 11‘35
MES0), 5 TH Ou v e e vvevenneneenennns 610
KZSO)-L ......................... .. 925
- Oligoéléments (mg)
;i‘\‘FeSOh, THZO complexé avec de 1'EDTA Naz.. 50.10-.3
\
HgBOge o eennenenerneniet et e 550. 107>
CuSOys SHy0werernrrenensns et 50.1073
T - K T 50.1073
H20 QeSePeeveonossnnsne Ceesenssraaesosenann 1000 ml

3) REALISATION DU COMPLEXE HOTE-PARASITE

Les plantules sont contaminées au stade cotylédonaire, 10 jours apres
le semis, par pulvérisation avec une suspension de pycniospores de la souche tres
agressive, renfermant 10° conidies par millilitre. Cette suspension de conidies
est obtenue 3 partir de cultures, en tubes pyrex 25 x 200, effectuées & 18°C en
présence de 12 heures de lumiére par jour sur un milieu d'eau de pomme de terre
8 50 g/1, glucosé 31 %, enrichi & 1 % en extrait de levure, et gélosé a 1,5 %.
Les conidies sont recueillies au bout de 10 jours de culture par lavage du my-

célium avec de l'eau distillée stérile, & 1'aide d'un mélangeur tourbillon et nu-

mérées avee un hématimstre.

De l'eau distillée est pulvérisée sur les plantes témoin. Une heure
avant l'inoculation, la température et 1'humidité relative des enceintes sont por-

tées respectivement & 20°C et & saturation ; ces conditions sont maintenues
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pendant 24 heures. la température est ensuite fixée pendant toute ls durée de
l'expérience soit & 14°C, soit & 24°C, et 1'hygrométrie ramenée 3 85 %. Pour
chaque cultivar, 50 plantules environ ont €té contaminées et les essais ont &té

répétés 3 fois.

L'évolution de la maladie est suivie pendant une durée variable, 4dé-
pendante de la température, correspondant dans les deux cas au temps de culture
nécessaire pour obtenir des plantes au stade 93me feuille, soit 12 semaines 3
14°C et 8 semaines & 24°C. La sensibilité des différentes variétés est estimée
d'apres

~- l'aspect des macules cotylé&donaires et le nombre de plantes
présentant ce symptdme ;

- le nombre d'hypocotyles nécrosés.

III. RESULTATS

1) INCUBATION A 1k°C

a) macules cotylédonaires :

Les premiéres macules apparaissent sur les cotylédons des Choux uni-
quement, dés le 10éme jour d'incubation, sous la forme d'une plage brunitrel dif-
fuse ; 2 jours plus tard, on commence & les observer sur le cultivar de Colza
"Expander". -

L'évolution est ensuite rapide chez les 4 variétés de Chou. Au
15éme jour d'incubation, toutes les plantules sont maculées ; les macules s'éten—
dent progressivement & la surface du cotylédon, les tissus se dessdchent forte-
ment et un début d'amincissement des pétioles commence Z s'observer. De nom—

breuses pycnides se forment sur les parties flétries.

Pour les Colzas et la Navette, cette &volution est différente. Les
macules formées sur les cotylédons du cultivar "Expander" ont un aspect diffé-
rent de celles observées sur les Choux ; elles se présentent sous la forme d'une
tache nécrotique typique, brun@tre, circulaire, accompagnée d'une chlorose des
tissus périphériques, et ont un aspect translucide & la lumidre. Malgré sa sen-

sibilité, on dénombre moins de plantules maculdes chez ce cultivar que éhez les
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variétés de Chou dans les 15 premiers jours suivant la contamination. Ce n'est
qu'au bout de 27 jours d'incubation que les symptdmes s'étendent & la quasi
totalité des plantes. Pour le cultivar "39" et la Navette, rares sont les cotylé-
dons maculds sur lesquels on n'observe en général gu'une seule petite tache né-
crotique, beaucoup moins large que celle formée sur les cotylédons du cultivar
"Expander".

Le symptdme cotylédonaire é&volue donc différemment en aspect et en
intensité pour les 3 espéces considérées. Les 4 variétés de Chou se distinguent
nettement des variétés de Colza et de Navette par l'apparition plus précoce et
plus importante de macules présentant, en outre, un aspect différent. Toutefois,
la maladie prend pratiquement les mémes proportions chez le cultivar trés sen—
sible de Colza que chez les Choux. Quant au cultivar de Colza "R9" et & la Na-
vette, tous deux manifestent une nette résistance qui se traduit par la formation

tardive et en moins grand nombre de trés petites macules.

b) nécrose des hypocotyles :

L'évolution de ce symptaﬁe chez les 3 espéces est pratiquement iden-
tique 8 ce qui vient d'&tre décrit pour la formation des macules cotylédonaires.
Les nécroses apparaissent tout d'abord sur les hypocotyles des Choux, aux envi-
rons du 258me jour d'incubation, alors que les hiypocotyles du cultivar "Expander"
présentent des débuts de nécrose plus tardivement et surtout dans une pro-
portion beaucoup plus faible. Les premidres nécroses ne se forment généralement
pas au collet, mais plutdt dans la région supérieure de 1l'hypocotyle, juste sous
le noeud cotylédonaire. Ceci a déjd &té observé par ALABOUVETTE & la suite d'ino-
culations artificielles par pycniospores (ALABOUVETTE, 1969). Par contre, les né-
croses plus tardives se localisent pratiquement toutes au collet. Au bout de
3 mois d'incubation, tous les Choux présentent des nécroses trés profondes, de
nombreux collets sont sectionnds ; la plupart des plantes flétrissent, certaines
sont méme totalement desséchfes. Parmi les quelques plantes que le Champignon
n'a pas encore gravement perturbées, on note souvent une extension de la nécrose
4 1'épicotyle et au pétiole de la premiére feuille. Parfois méme, celle-ci ga-
gne la région apicale et donne lieu & la formation d'un second bourgeon apical ;
cette néoformation ne s'est toutefois produite qu'une seule fois au cours de

nos différentes expérimentations. Par contre, il est trds fréquent d'observer
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la formation de racines adventives le long de 1l'hypocotyle, mais également au ni-
veau du noeud cotylédonaire. Cette rhizogendse prend parfois un développement
inattendu, puisque dans quelques cas, les racines néoformées au noeud cotylédo-
naire sont capables de s'allonger suffisamment et de gagner le substrat dans le-
quel, ensuite, elles se développent. Cette attaque s'accompagne, en plus,de
graves symptOmes foliaires, surtout au niveau des premidres feuilles ol le Cham—
pignon provoque trés souvent la nécrose des tissus périphfriques de la nervure
centrale sur toute la longueur de la feuille. Ces effets secondaires n'ont jamais
été observés pour les Colzas et la Navette pendant la durée de 1'expérimentation,
bien que la formation de racines sur des pivots nécrosés de Colza soit couram-
ment observée, en champ ; quelques macules foliaires typiques sont tout au plus

obtenues et ceci sans aucune relation directe avec la sensibilité variétale.

Nous avons illustré dans les graphiques 2 et 3, 1l'évolution
de la maladie & 14°C chez les 3 espéces différentes en représentant le pourcen—
tage de plantes porteuses de macules cotylédonaires 3 2 temps d'incubation diffé-
rents (graphique 2) et le pourcentage d'hypocotyles nécrosés 3 mois aprés la

contamination (graphique 3). Les valeurs des écarts-type sont &galement figurées.

Graphique 2 : Evolution du pounrcentage de plantes porteuses
de mﬁf” es cotylédonaines chez 3 espéces du genre Brassica
apn2s 15 et 27 founs d'incubation & 14°C.
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Graphique 3 : Pourcentage de plantes nécrosles chez -3 esplces
du_genne Brassica aphs 3 mois d'incubation a 14°C.
(méme légende que le graphigue 2).
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2) INCUBATION A 24°C

a) macules cotylédonaires :

. A cette température, la maladie évolue de la méme fagon qu'ad
14°C mais beaucoup plus rapidement ; les premiéres macules cotyl&donaires appa-
raissent d'abord sur les Choux d&s le T3me jour d'incubation et sont généralisées
3 1l'ensemble des plantules 4 jours plus tard tandis que les premiers cotylédons
maculés ainsi que leur pétiole commencent 3 flétrir. La premiére feuille pré-

sente également des macules beaucoup plus t8t, en général & partir du 158me jour.

e

Comme 3 14°C, les symptdmes cotylédonaires ne se développent
sur la variété sensible de Colza qu'un & deux jours aprés leur formation sur
Choux ; mais 1'évolution est ici beaucoup plus rapide, toutes les plantules &tant
maculées au bout de 15 jours d'incubation.

Pour le cultivar résistant de Colza et la Navette, les ré-
sultats sont particulidrement intéressants. L'élévation de température provoque
chez ces deux variétés 3 la fois un accroissement de la vitesse d'action du
Champignon et une augmentation de la sensibilité des cotylédons qui se tradui-
sent, 15 jours aprés la contamination, par l'obtention d'un nombre de plantes ma=~
culées beaucoup plus élevé qu'aprds 27 jours d'incubation & 14°C. En outre, &
partir de cette date, la totalité des cotylédons contaminés présente un début de
flétrissement sur toute leur périphérie et par la suite, le symptlOme gagne la
majeure partie de la surface de l'organe. Ce processus est une menifestation
atypique de lfaction du Champignon sur les cotylédons et pour cette raison, nous
n'avons tenu compte que des plantules présentant des macules caractéristiques pour

1'interprétation graphique des résultats.
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b) nécrose des hypocotyles
Comme précédemment pour les macules cotylédonaires, 1'attaque

du Champignon se manifeste par une nécrose plus précoce, plus rapide et plus

importante des hypocotyles, les premiers symptSmes pouvant &tre observés au bout
de 15 jours sur les Choux et 3 semaines sur le cultivar de Colza "Expander". Le
parasite provoque &galement chez les Choux les mémes perturbations et les mémes
traumatismes qu'd 14°C ; toutefois, les pycnides se différencient plus rarement

et uniquement sur des hypocotyles trés fortement amincis.

Les répercussions de 1l'élévation de température sur la sen-
sibilité des hypocotyles dﬁ cultivar de Colza "Rg" et de la Navette sont identi-
ques & celles observées pour les cotylédons. En effet, au méme stade végétatif
qu'd 14°C, les nécroses sont en moyenne 5 & 7 fois plus nombreuses, les pivots

les plus atteints présentant souvent de profondes échancrures.

Les résultats de l'agression parasitaire, 3 24°C, sur les
cotylédons et les hypocotyles des variétés des différentes espéces sont regrou-

pés dans les graphiques 4 et 5.

Grapiniques 4 et 5 : Pourcentage de plantes porteuses de macules
cotyledonacres, 11 jours apnds L'inoculation (graphique 4) et de
plantes nécrosis, § semaines apnds L'inoculation (graphique 5)

a 24°C chez 3 esp2ces du genre Brassica.

(méme légende que le graphique 2).
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3) SENSIBILITE VARIETALE DES COTYLEDONS DE COLZA

Cette étude de l'influence du génotype et de la température
sur 1'évolution des symptOmes de la maladie permet de constater qu'a basse
température, on peut nettement différencier la sensibilité de cultivars de Colza
non seulement par le dénombrement des nécroses au bout de 3 mois d'incubation,
mais également en suivant 1'évolution du symptOme cotylédonaire. Ceci est parti-
culidrement vrai pour 2 cultivars de sensibilité trés différente comme le sont
"Expander" et "R9

férences de comportement en champ sont moins distinetes ? Pour le savoir, nous

" . en est-il tout autant pour d'autres cultivars dont les dif-

avons contaminé dans les mémes conditions que celles décrites précédemment, 8
cultivars de Colza, 1'ensemble présentant une gamme trés large de sensibilité

d la maladie "R9", trés résistant ; "Ryp" et "Marcus", résistants ; "Major",
assez sensible ; "Primor", sensible ; "Rapol", "Expander" et "Eurora", trés
sensibles. Comme témoin extrémement sensible, nous avons choisi la variété de
Chou rouge "Téte de Négre". Les plantules porteuses de macules cotylédonaires
ont été dénombrées aprds 25 jours d'incubation et les essais ont &té répétés

au moins 3 fois. Nous avons d'abord vérifié 1'homogénéité des résultats pour
chaque cultivar par la méthode du test X2 de PEARSON ; les valeurs du Xz calculé
comparées & celles de la table au seuil de 5 % sont regroupées dans le tableau

ci-dessous :

Tabfeau 4 : Comparaison entre Les vabewns du X° caloul? et
celles de Za table, au seull de 5 %, poun chaque cultivar.

Variétés x? calculé z: g:uii g:bée% i;%giiéde
R9 8,19 19,68 11
R3O 4,40 11,07 5
Marcus 3,58 11,07 5
Major 24,9 14,07 T
Primor 0,35 11,07 5
Rapol 4,05 11,07 5
Expander 2,38 14,07 T
Eurora 1,28 11,07 5
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A l'exception du cultivar "Major" que nous avons di &carter,
les valeurs du X° calculd sont nettement inférieures 3 celles de la table, les
résultats des différentes répétitions sont donc homogénes. En prenant les culti-
vars deux 4 deux, nous avons constitué 6 couples "R9 et R3O"’ "R30 et Marcus",
"Marcus et Primor", "Primor et Rapol", "Rapol et Expander", "Expander et Eurora",
auxquels nous avons soumis le test xz. Les résultsts obtenus sont reportés dans

le tableau 5,

Tableau 5 : Comparaison entre fes valeuns du X° calould et
celles de La table au sewil de 5 %, pour chague couple de

cullivans .
2
o g 2 - X® de la table degrés de
Vari&tés X" calewl® |,y seuil de 5 % | libertd
’——
Ry - B3, 63,07 33,41 17
R3O-Marcus 14,01 19,68 11
Marcus-Primor 50,22 19,68 11
Primor-Rapol 91,04 19,68 11
Rapol-Expander 22,68 22,36 13
Expander-Eurorsa 3,72 22,36 13

Pour les couples "Expander-Eurora" et "RBO—Marcus" unique-
ment, le X? calculé est inférieur 3 celui de la table, les cultivars ne sont

donc pas différents au sein de chaque association.

Les T cultivars de Colza peuvent, par conséquent, &tre rangés'
dans 5 classes distinctes de sensibilité croissante : "R9" < "R3O-Marcus" <
"Primor" < "Rapol" < "Expander-Eurora". Cette hiérarchisation est tout 3 fait
conforme au classement établi d'aprés les données agronomiques que nous avons
pu recueillir.
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IV. DISCUSSION

Il ressort de cette &tude qu'il existe de trés nettes diffé-
rences dans le comportement & la maladie entre les variétés appartenant aux 3
espéces étudiées. Les U4 variétés de Chou manifestent, en effet, une extréme
sensibilité au Champignon, caractérisée par une apparition précoce des symptOmes
ainsi que par une attaque particuliérement sévére, généralisée 2 1l'ensemble des
plantes, quelle que soit la température. La comparaison entre l'&volution de la
maladie chez cette espéce et le cultivar trés sensible de Colza "Expander" est
significative et permet de supposer que les variétés de Chou sont &galement dé-
pourvues de génes de résistance. Toutefois, le parasite se manifeste moins ra-
pidement chez le Colza sensible. Ce retard n'est guére important en ce qui con-
cerne la formation des macules cotylédonaires, de l'ordre de 1 3 2 jours, mais
le devient nettement lorsqu'il s'agit des nécroses des hypocotyles. De plus, dans
ce cas, l'attaque atteint un degré moindre, tout au moins au terme des premiers s
mois d'incubation et surtout & basse température. Les modifications structurales,
gqualitatives et quantitatives, engendrées par l'hybridation au niveau des cons-—
tituants cellulaires sont vraisemblablement & l'origine du retard mis par l1l'a-
gent pathogéne 3 altérer les tissus de cet hote, méme si celui-ci est classé
comme sensible. On peut également fournir une autre explication de cette dispa-
rité entre les deux espéces sensibles dans le fait d'une plus grande spécialisa-
tion'de la souche agressive vis—a-vis des Choux, étant donnée gqu'elle a &té isolée
4 partir de Choux de Milan malades. Mais, quelle que soit l'explication & donmmer,
ls plus grande sensibilité des variétés de Chou nous a amené & retenir 1l'espéce
Brassica oleracea plutdt que le cultivar de Colza "Expander", pour la suite de
nos investigations sur les mécanismes d'action du Champignon chez un hdte trés

sensible.

Cette étude a également permis de vérifier qu'en fonction de
1'espice inoculde, les pycniospores de Phoma linguam possédent un pouvoir haute-
ment infectieux ; pourtant ce pouvoir est génfralement considéré comme assez
nettement inférieur & celul des ascospores de Leptosphaeria maculans (ALABOUVETTE
et al., 1974 ; WOOD et BARBETTI, 197T).

Contrairement 3 ce qu'avait conclu ALABOUVETTE (ALABOUVETTE,
et al.,1974), il est possible d'établir un classement valable de cultivars de Colza




33

4 la suite d'inoculations artificielles et en conditions contrdlées. La condi-
tion nécessaire et suffisante est d'opérer 5 une température constante relati-
vement basse. A 14°C, aprés une période d'incubation courte, inférieure 3 1 mois,
il est possible de différencier significativement la sensibilité des cultivars
en se basant uniquement sur le pourcentage de plantes porteuses de macules coty-
lédonéires. Nous devons mentionner que ces observations vont & 1'encontre de
celles d'auteurs (THURLING et VENN, 1977), qui soulignent que la sensibilité

des cotylédons ne constitue pas un critére de sélection suffisamment valable.

La contamination des plantules ne se traduit pas toujours par la formation de
macules sur les deux cotylédons, il arrive parfois qu'un seul présente des
symptdmes ; ceci explique pourquoi nous avons di tenir compte, pour le résultat

final, du nombre de plantules maculées plutdt que des cotylédons.

La vitesse d'action du Champignon chez un hdte trés sensible
est fonction de la température d'incubation ; uﬁe élévation de température pro-
voque inévitablement une accélération du processus infectieux concrétisée par
une apparition plus précoce des symptdmes. Nos observations concordent sur ce
point avec celles de BARBETTI (BARBETTI, 1975)..Chez un héte résistant, en
l'occurence le cultivar de Colza "Rg", l'effet d'une basse température est net :
extériorisation plus tardive et moins importante des symptOmes. Par contre,
l'effet de l'incubation & une température &levée, ‘2L4°C, est particuliérement in-
téressant, car il révéle une atténuation de la résistance 3 la maladie. A un sta-
de identigue de leur développement végétatif, les plantes maculées puis nécrosées
sont beaucoup plus nombreuses qu'd 14°C, mais leur nombre demeure toutefois
inférieur & celui obtenu avec une plante sensible. Par conséquent, chez le Colza,
l'expression des génes de résistance est é&troitement conditionnée par les basses
températures. Le comportement de la Navette "Daisy" qui est analogue & celui
de "R9“ apporte la confirmation de ce résultat. Toutefois, il ne faut pas en
conclure que tous les cultivars de Navette sont résistants au Phoma Linguam,
bien au contraire. Comme les Colzas, ils présentent une large gamme de sensi-
bilité & la maladie (THURLING et VENN, 1977).
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V. CONCLUSION

’Avec un isolat trés agressif de Phoma linguam, nous avons
pu différencier & 2 températures, 14°C et 24°C, la sensibilité & la maladie de
variétés cultivées de Cruciféres appartenant & 3 espéces du genre Brassica ;
nous avons montré que l'agressivité du Champignon est particuliérement exacer—
bée quand la plante hdte est le Chou. Pour cette raison, nous avons choisi
cette espéce comme hdte trés sensible afin de réaliser les infections artificielles
nécessaires pour entreprendre l'étude cytologique et physiologique de l'atta-

gue parasitaire.

Dans un premier temps, nous examinerons en microscopie &lec-
tronique 3 transmission, les modalités de la pénétration du Chempignon dans la
plante, sa propagation dans les tissus et les perturbations qu'il provoque au

niveau cellulaire.
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CHAPITRE 1III : ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE LA
RELATION HOTE - PARASITE

I. INTRODUCTION

Actuellement, pour une maladie donnée, on ne congoit plus
1l'analyse méthodique de la relation hdte - parasite sans la contribution d'études

complémentaires cytologiques, physiologiques et biochimiques.

D&s la fin du sidcle dernier, la cytologie classiqQue a permis
d'effectuer des descriptions précises sur les structures histologiques de plantes
infect&es par des rouilles. Un peu plus tard, BERNARD mettait en &vidence un mé-
canisme de défense dans les embryons de Phaloenopsis, Orchidée mycorhizée par
Rhizoctonia mucoroides, en observant 1l'arrét de 1'invasion mycélienne au niveau
de certaines assises cellulaires par un processus de phagocytose (BERNARD, 1909).
L'explication d'une partie de ce phénoméne n'a été fournie que 50 années plus
tard, grace au développement de la biologie moléculaire et aux travaux de
GAUMANN en particulier qui apportent la preuve d'une réaction d'opposition des
cellules d'Orchidées & la présence du Champignon ; cet auteur caractérise en ef-
fet l'accumulation de substances antifongiques -l'orchinol et l'hircinol en par-
ticulier— dans les organes colonisés par le Champignon (GAUMAN et al., 1950 ;
GAUMANN, 1960). Cet exemple montre combien 1'observation peut &tre précieuse
pour le physiopathologiste dans la compréhension des mécanismes mis en jeu pen-

dant la confrontation d'une plante avec un agent agresseur.
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L'augmentation considérable du pouvoir séparateur du micros-
cope électronigue a permis 4d'apporter de nombreuses informations sur les modifi-
cations engendrées au niveau de l'ultrastructure de la cellule végétale par la
présence de Champignons pathogénes facultatifs (LUKE et al., 1966 ; WHITE et al.,
1973) et obligatoires (ORCIVAL, 1963 ; ORCIVAL, 1972). Pour ces derniers, on
connait particuliérement bien les mécanismes de pénétration du Champignon et
les modalités de la relation trés étroite qui s'établit entre les filaments my-
céliens et les cellules de 1'hdte au moyen des haustoriums (EHRLICH et EHRLICH,
1971 ; BUSHNELL, 1972 ; BRACKER et LITTLEFIELD, 1973). Les trés nombreuses don-
nées concernant le parasitisme obligatoire constituent l'essentiel des travaux
qui ont été réalisés dans le domaine de 1'étude ultrastructurale de la relation
hdte-parasite fongique. Le parasitisme facultatif a, semble-t~il, moins inspiré
les cytologistes, mais il est vrai que l'incidence &conomique des rouilles, des
mildious et des ofdiums sur les grandes cultures n'est pas &trangére & cette

situation.

Une &tude histologique de'l'attaque du Colza par des ascospo-
res de Leptosphaeria maculans a été entreprise par BRUNIN en 1970 mais n'a ja-
mais été approfondie. Pour cette raison et en nous basant sur les résultats de
notre expérimentation précédente, nous nous proposons d'examiner en microscopie
électronique & transmission les étapes successives de l'attaque du Chou, choisi

comme héte trds sensible, par les conidies de Phoma linguam, & 20°C.

II. MATERIEL ET METHODES

1) METHODE DE CONTAMINATION

Dens le souci de mettre en contact le plus rapidement possi-
ble le Champignon avec les tissus de 1'hypocotyle, en évitant toute blessure,
nous avons mis au point un protocole de contamination particulier. Des bandelet-
tes de parafilm de 1 cm de long et 2 mm de large sont préparées. Chaque hypoco-
tyle destiné 3 &tre contaminé est entouré d'une bandelette ; celle-ci est main-

tenue en place en rabattant les 2 extrémités l'une sur l'autre et en les pingant
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d 1'aide d'une pince fine, tout en prenant soin de laisser un espace entre le
parafilm et 1'hypocotyle. La suspension de conidies (105 conidies par millilitre)
est introduite dans cet interstice a4 1'aide d'une pipette Pasteur dont 1'extré-
mité a €té courbée 3 angle droit. L'inoculum est remplacé par de l'eau distillée

dans le cas des hypocotyles témoin.

Les plantules sont contaminées au 6éme jour de leur développe-
ment, l'humidité relative du microphytotron &tant portée & saturation une heure

avant 1l'inoculation et maintenue pendant 24 heures.

Pendant les 6 premiers jours d'incubation, aucun symptdme ne
s'extériorise. Les premiéres manifestations visibles du parasitisme s'observent
au Téme jour sous l'aspect d'un mince filet verd@tre orienté longitudinalement
et correspondant & une disparition des anthocyanes ; cet effet est caractéris-
tique de l'action du Champignon sur le Chou rouge. Le symptdme évolue ensuite
progressivement ; la région dépourvue d'anthocyanes s'étend en surface et se
plasmolyse de plus en plus profondément. Au 128me jour, la nécrose est trés pro-
fonde et commence & gagner les tissus situés de part et d'autre du point d'inocu-~

lation. .

Afin de suivre 1'évolution de la meladie, des coupes ont
€té effectufes dans des hypocotyles contaminés depuis 5, 8 et 12 jours. Comme nous
venons de le décrire précédemment, ces stades correspondent respectivement 2 la

phase de latence, & un d&but de nécrose et, enfin, & une nécrose profonde.

2) TECHNIQUES CYTOLOGIQUES

a) fixation :

Les échantillons sont fixé&s 30 minutes dans un mélange glu-
taraldéhyde & 5 % (v/v) - paraformaldéhyde & 3 % (p/v) dans du tampon complet
cacodylate de sodium 0,1 M, pH = T,4. Aprés dégazage contrdlé sous vide par-
tiel puis poussé jusqu'd 1073 torr, le fixateur est régénéré par le mélange tam-
pon cacodylate complet - diméthylsulfoxyde & 5 % (v/v). Les préparations sont
laissées deux heures 3 température ambiante, puis lavées plusieurs fois avec le
tampon complet avant d'@tre fixées & l'acide osmique pendant 18 heures & 4°C,

d l'obscurité. La post-fixation terminée, les &chantillons sont rapidement lavés




38

d'abord avec le tampon puis & l'eau distillée, déshydratés par passageé’dans des
bains d'alcool éthylique de concentration croissante suivis par un double lavage
& 1l'oxyde de propyléne avant d'€tre imprégnés par la résine de Spurr (SPURR,
1969) et polymérisés L8 heures & T0°C.

b) confection des coupes :
Les coupes sont réalisées 3 l'ultra-microtome LKB "Ultrotome 3"

3 1'aide de couteaux de verre et contrastées & l'acétate d'uranyle et au citrate
de plomb selon REYNOLDS (REYNOLDS, 1963). Les observations sont faites & 75 KV

sur un microscope électronique & transmission Hitachi HU 11 A.

c) tests cytochimigues :

Eventuellement, des tests cytochimiques ont été réalisés :
- test PAT Ag de THIERY pour les polysaccharides neutres (THIERY, 1967) ;
- test PTA Cobalt acide pour les polysaccharides acides.

ITI. EXAMENS MICROSCOPIQUES

En premier lieu, nous aborderons 1'examen des tissus d'un hy-
pocotyle non contaminé. Ensuite, nous décrirons les étapes successives de 1'in-

fection.

1) EXAMEN DES TISSUS SAINS

a) aspect des cellules épidermigues :
L'assise épidermique est constituée de grandes cellules en

voie de dégénérescence, trés fortement vacuolisées, dans lesquelles on observe
un reste de cytoplasme plagué contre la paroi, ol sont encore visibles des frag-
ments de réticulum endoplasmique et des vésicules de taille trés variable

(P1. I , Fig. 1 et 2). Le plasmalemme et le tonoplaste restent bien individua-
lisés. Entre ces cellules gqui possé&dent une architecture normele, s'intercalent

des vestiges d'autres cellules totalement dégénérées, fortement comprimées,
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caractérisées par une matrice parfaitement délimitée par 1'enveloppe plasmigque
et riches en systémes lamellaires désorganisés (P1. I , Fig. 1). On note égale-
ment la présence d'espaces intercellulaires remplis d'une matiére opaque et ri-
ches en débris (P1. I , Fig. 2 ). La paroi des cellules est particulidrement
épaisse et nettement stratifiée. L'épiderme, délimité 3 l'extérieur par une

fine cuticule trés dense aux électrons, présente de nombreux replis qui lui don-

nent parfois une forme crennelée.

Du fait de leur dégénérescence avancée et de la rigidité de
leurs parois, les cellules épidermiques jouent, avant tout, un rdle de soutien

mécanique.

Les cellules stomatiques observées paraissent fonctionnelles 3
on y reconnait, en effet, les structures classiques des cellules végétales avec,
en particulier, des mitochondries, de l'ergatoplasme, des chloroplastes volu-
mineux aux structures lamellaires organisées en granum et élaborant des grains

d'amidon, ainsi que de nombreux plastoglobules (P1. I , Fig. 3 ).

Le systéme d'obturation du stomate se réalise 3 partir de deux

zones d'extension de la cuticule.

b) aspect des cellules du parenchyme cortical :

La région la plus externe du parenchyme cortical que constituent
les cellules sous épidermiques se compose de nombreuses cellules également en
voie de dégénérescence, certaines &tant fortement comprimées (P1. II , Fig. 1 ).
Le cytoplasme, trés opacifi&, s'y présente 4 1'état coagulé ; les vacuoles ren-
ferment de nombreux débris ainsi que de grandes vésicules généralement sphériques

et libres.

Dans les couches plus profondes, le parenchyme prend un aspect
hétérogéne. On y trouve de trés jeunes cellules comprenant un noyau volumineux
bien différencié, des dictyosomes parfois hypertrophiés &laborant de nombreuses
vésicules, de l'ergastoplasme, des ribosomes, de jeunes plastes et de nombreuses
mitochondries (Pl. II, Fig. 2 ). Dans d‘autres cellules plus différenciées, de
nombreuses plastes &laborent de gros grains d'amidon (Pl. tT, Fig. 4 ). On remar-
que parfois la présence de plasmalemmasomes (MARCHANT et ROBARDS, 1968) (Pl. II,
Fig. 3 ). Ces jeunes cellules cdtoient d'autres cellules réduites & 1'état de

grandes vacuoles ne renfermant plus que quelques débris cytoplasmiques.
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Dans ce parenchyme, de trés larges espaces intercellulaires se
différencient, chargés d'un matériel légeérement opaque aux &lectrons. Les struec-
tures pariétales y sont épaissies ; d'autre part, au niveau des accolements cel-
lulaires, l'épaisseur et la densité électronique de la lamelle moyenne sont assez
remarquables (Pl1. III, Fig. 2 et 3 ). On y observe un réseau de fibrilles orien-
tées longitudinalement dans le sens de la paroi (Pl. III, Fig. 3 ). Parfois, les
cellules sont dissociées, favorisant la présence d'espaces intercellulaires trés

importants (Pl1.III , Fig. 1).

2) VISUALISATION DU PROCESSUS INFECTIEUX

a) pénétration du Champignon :

I1 est pratiquement impossible, 5 jours aprés la contamination,
d'observer une section d'hyphe développée & la surface de la plante. Au contrai-
re, les conidies, dispersées dans un mucilage, sont toujours dans un &tat quies-
cent (Pl. IV, Fig. 1 ). Leurs structures internes ne paraissent cependant pas
altérées : la paroi, relativement mince, présente une certaine transparence aux
électrons, le noyau est volumineux, les ribosomes nombreux et les réserves impor-—

tantes (Pl. IV, Fig. 2 ). Certaines conidies sont binucléées.

Aucune trace d'une éventuelle action lytigue exercée par dif-
fusion au niveau de la paroi des cellules épidermiques n'est décelable ; la pa-
roi, sous-jacente au point d'inoculation, conserve son apparence stratifiée
normale (PL.IV , Fig. 1 ).

Ces observations conduisent & une premiére constatation :
dans le cas d'une contamination expérimentale par pycniospores, le Champignon
ne pénétre pas au moyen de ses filaments germinatifs par perforation de la
paroi de 1'hdte ou par les stomates, contrairement & ce qui semble Etre le cas
lors d'inoculation expérimentale par ascospores (BRUNIN, 1970). On observe, au
contraire, que les conidies pénétrent directement dans la plante par les ouver-
tures naturelles que constituent les stomates (Pl1. IV , Fig. 3 ). Elles semblent,
en outre, pouvoir gagner facilement la chambre sous-stomatique et envahir les
méats (Pl. VI, Fig. 1). A ce stade, l'observation, plusieurs fois renouvelée,
de conidies & l'intérieur de cellules épidermiques dégénérées, présente un carac-

t8re insolite qui sera discuté ultérieurement (P1. V, Fig. 1).
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b) développement du Champignon dans la plante :

' . 4 partin du cinquigme journ d'incubation : De par leur rela-
tive richesse, les espaces intercellulaires vont fournir des conditions favora-
bles & la germination <n situ des conidies et favoriser la croissance de jeu-
nes hyphes, les méats assurant une oxygénation suffisante pour le Champignon. Ce
dernier aspect est trés important dans le cas du Phoma linguam car on sait qu'in
vitro, l'obtention d'une trés bonne croissance du Champignon en milieu statique
est étroitement conditionnée par l'importance de 1l'oxygénation du mycélium. Ce
n'est qu'd partir du 58me jour que les observations se précisent, en particulier
en ce gul concerne la présence et la progression des hyphes. On constate que le
Champignon prend rapidement de 1l'extension dans les parenchymes corticaux, en
colonisant abondamment les espaces intercellulaires (Pl. VI, Fig. 2 et P1. VII,
Fig. 1) dans lesquels peuvent s'insinuer plusieurs filaments & la fois (Pl. VI,
Fig. 3). Cette extension exerce visiblement une pression mécanique sur les pa-
rois qui apparaissent de plus en plus distendues. Un manchon mucilagineux entoure
les hyphes en se renforgant au niveau des accolements-des hyphes entre elles, '
mais aussi au niveau des points de contact de ces dernidres avec la paroi des

cellules de 1'hdte (Pl1. VI, Fig. 3 et BlL. VII, Fig. 1).

A ce stade de l'infection, le Champignon est &galement capable
de se propager dans les couches de la paroi de 1l'8&piderme situées juste sous la
cuticule (Pl. VIII, Fig. 1). Dans ce cas, on peut observer au voisinage immédiat
de 1'hyphe, une atténuation de l'aspect stratifié de la paroi sans que 1l'opacité
générale aux &lectrons soit diminuée pour autant. Le Champignon paraft donc capa-
ble de secréter, trés tdt, des enzymes susceptibles d'altérer 1'agencement des
polysaccharides pariétaux. Cette localisation sous—-cuticulaire précoce de 1'hyphe
ne semble pas le résultat du hasard mais, au contraire, la manifestation d'un
chimiotropisme intéressant. Une étude fine de cette région nous a permis d'en con-
naitre mieux 1'h&térogénéité chimique. A cet effet, des coupes ont &té traitées
20 minutes & 70°C par de 1'EDTA 3 0,5 %, puis par le DMSO & 10 % et enfin par la
potasse, afin de révéler l'existence de régions éventuellement riches en composés
pecto~hémicellulosiques. Les coupes témoin non traitées par la potasse montrent
une disposition caractéristique des fibres cellulosiques en faisceaux du type
"contreplaqué" dans les parties moyennes et profondes et un aspect beaucoup
plus lamelliforme de la région sous—cuticulaire (Pl. IX, Fig. 2). Aprés

traitement, au contraire, il apparait que 1'organisation caractéristique des
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fibres est détruite ; d'autre part, la région sous—cuticulaire se révéle par-
ticuliérement sensible a4 1l'extraction, celle~ci se traduisant par une transpa-
rence aux &lectrons accrue par rapport & 1'ensemble du reste de la paroi (Pl. IX,
Fig. 3). Ainsi, une concentration importante de composés pecto-hémicellulosiques
dans la région sous-cuticulaire peut-elle expliquer la migration préférentielle
de 1l'hyphe & cet endroit, dans la mesure ol (comme nous le montrerons ultérieu—
rement, dans la deuxiéme partie, chapitre 2), le Champignon posséde en effet des

enzymes nécessaires i la dégradation de ce type de substrat.

Dens les espaces intercellulaires, un traitement particulier
par 1'EDTA suivi d'une oxydation par l'eau oxygénée et d'un contraste au plomb
alcalin permet de souligner finement, d'autre part, les structures au niveau
des zones de conmtact étroites entre le filament et la paroi (PlL. VIII, Fig. 2).
I1 permet de constater, qu'ad ce stade, il n'existe pas encore d'action directe
du Champignon sur les parois. Il met &galement en &vidence la présence d'un
espace entre les deux structures qui pourrait bien correspondre d la gaine muci-
lagineuse normalement présente autour du Champignon et qui serait extraite au
cours du traitement. Enfin, dans les cellules normales adjacentes aux filaments,
le cytoplasme ne présente pas d'altération immédiate ; il semble méme contenir
un taux plus élevé d'ergastoplasme ; ce dernier, en se disposant parallélement

au plasmalemme, présente une orientation caractéristique (Pl. VIII, Fig. 3).

. au huitieme journ d'incubation (début de formation de La
nécnose): Le Chempignon continue & migrer dans les tissus par les espaces inter-
cellulaires en assurant toujours un contact €troit avec la paroi et commence
3 envahir les cellules de la région externe du parenchyme cortical. Sa progres-—
sion est relativement rapide, car, & ce stade, on peut le caractériser dans
le cylindre central, 3 1l'intérieur des vaisseaux conducteurs du xyléme (Pl. X,
Fig. 1). Son action au niveau des parois se précise : dans les régions de con-—
tact, on observe la formation de nombreuses poches de lyse, diffuses, s'&lar-
gissant en profondeur (Pl. X, Fig. 2). Parallélement, l'activité métabolique
du mycélium s'intensifie : des coupes longitudinales montrent de 1'ergatoplas-—
me abondant, de grandes mitochondries riches en crg&tes, de nombreux ribosomes
et, le long du plasmalemme, beaucoup de structures lamellaires indifférenciées

ou organisées en plasmalemmasomes.
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Dans les cellules envahies par le Champignon, le cytoplasme
est coagulé, les particules osmiophyles sont nombreuses et les parois présentent
un début de vésiculisation (Pl. X, Fig. 3). Cependant, toutes les fibres de
cellulose ne sont pas totalement attaquées, ainsi la structure pariétale garde-

t-elle encore, en certaines régions, un aspect fibrillaire stratifié.’

. au 1Z2&me founr d'incubation (nicrose progonde) : Cette ultime
&tape de l'invasion des tissus se traduit par l'envahissement massif des cellu-
les, conséquence directe d'une altération trés profonde des structures pariéta-
les (Pl1. XII, Fig. 2). Les parois ne présentent plus aucune organisation et
sont largement vésiculisées sur toute leur longueur. Toutefois, quelques débris
de fibres non digérées s'observent encore au voisinage immédiat de 1'hyphe,
orientés parallélement & la paroi fongique (PL. XI, Fig. 1 et 2). Ces résidus
correspondent certainement & des portions de fibres cellulosiques qui n'ont pu
8tre hydrolysées. On sait que le Champignon ne produit pas, in vitro, de cellu-
lase de type Cq ni certaines hémicellulases et, de ce fait, est tout & fait
incapable d'attaquer en particulier les formes crystallines de cellulose (Cha-
pitre 5).

Si le myc&lium manifeste encore & ce stade une grande activi-
té et présente de nombreuses structures lamellaires le long de sa paroi (Pl. XII,
Fig. 4), un chondriome important, des microbodies et des ribosomes, il apparait,
le plus souvent, que le cytoplasme des hyphes tend 3 s‘opacifier et & se vacuo-
liser abondamment tandis qu'd l'extérieur, des conglomérats de débris cytoplas-

miques coagulés s'accolent & la paroi fongique.

IV. DISCUSSION

Contrairement & ce qu'avait observé BRUNIN avec des ascospo-
res de Leptosphaeria maculans (BRUNIN, 1970), les pycniospores de Phoma linguam
ne semblent pas émettre de filaments germinatifs & la surface de la plante,
mais pénétrent directement en se logeant 3 1'intérieur des stomates et des es-

paces sous—stomatiques. A notre connalssance, ce casS n'a pas encore été décrit.
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Les stomates constituent effectivement une voie de pénétration pour des fila-
ments mycéliens ; ceci a déjd fait l'objet de nombreuses observations en micros-
copie photonique (POLE EVANS, 1907 ; TISDALE, 1920 ; BYWATER, 1959 ; RIGGLE et
DUNLEAVY, 19T7h4) et en microscopie électronique (LITTLEFIELD et BRACKER, 1972 ;
DELON, 1975 ; WYNN, 1976 ; PARES et GREENWOOD, 1977). Toutefois, le mode

de pénétration le plus fréguemment observ€ est celui ol le filament germinatif
péndtre directement par perforation de la cuticule et de la paroi de 1l'épiderme,
soit aussitdt aprés la germination de la spore (BRACKER, 1968 ; LESEMANN et
FUCHS, 1970 ; HANCHEY et WHEELER, 1971 ; HELD, 1972 ; DAY et SCOTT, 1973 ; PAUS
et RAA, 19T3 ; Mc KEEN, 197k4), soit aprés avoir formé un appressorium (ISHIDA
et AKAI, 1968 ; SKIPP et DEVERALL, 1972 ; POLITIS et WHEELER, 1973 ; KNOX-DAVIS,
19T4 ; RIGGLE et DUNLEAVY, 1974 ; LANDES et HOFFMANN, 1979).

Toutefois, il ne faut pas exclure la possibilité pour Phoma
linguam 4'avoir recours & ce second mode de pénétration. In vitro, les pycniospo-
res sont capables de germer mais beaucoup plus lentement que les ascospores
et des températures voisines de 20°C sont plus favorables. De plus, les conidies
germent d'autant mieux qu'elles sont moins nombreuses ; il est fort probable
que le mucilage libéré avec elles joue un role déterminant comme facteur de ré-
gulation de la germination. La concentration en conidies utilis@e pour nos ino-
culations étant élevée, il n'est pas surprenant de ne trouver aucune trace 4'hy-
phe & la surface des hypocotyles, si cé n'est quelques élongations cellulaires
témoin d'un début de germination, 5 jours aprés le dépdt. Par conséquent, le
mode de pénétration observé doit probablement tenir compte de la particularité
que représente cette forte densité d'inoculum, & laquelle il faut également
associer le fait que la faible taille des conidies favorise, & son tour, la

pénétration dans les stomates.

Quent & l'observation des spores dans un méat, elle tend &
prouver l'existence de larges espaces intercellulaires vraisemblablement en
communication directe avec la chambre sous—stomatique. Par un processus d'en-
trainement mettant en oeuvre des phénoménes de microcondensation et de com—
pression mécanique, les conidies sont donc capables d'étre véhiculées passi-
vement plus en profondeur dans les tissus. Par contre, il est beaucoup plus dé-

licat d'expliquer la présence tout 3 fait inattendue de conidies & l'intérieur:

F




L5

des cellules épidermiques. Bien que l'éventualité d'une blessure au moment de
l'inoculation puisse expliquer peut €tre ce phénoméne, l'observation de nom—
breuses coupes n'a jamais révélé d'altération 3 ces endroits ; le probldme de

la présence des conidies dans ces cellules reste encore & &lucider.

Dans la phase initiale de l'infection, le Champignon migre dans
les tissus en empruntant uniquement les voies de passage que constituent les es-
paces intercellulaires. Ce processus d'envahissement a également été décrit,
entre autres, pour Fusarium solani (CHRISTOU et SNYDER, 1962), Ceratocystis ulmi
(CHAMBERLAIN et OUELETTE, 1977 ; OUELETTE, 1978), Taphrina deformans (SCHENEIDER
et DARGENT, 1977). Pour de trés nombreux Champignons phytopathogénes, 1'inva~-
sion des organes aériens de la plante commence par la migration des filaments
entre les cellules épidermiques. Certains parasites facultatifs sont capables
d'hydrolyser activement la paroi et de pénétrer trés tdt dans les cellules
(BUSH et WALKER, 1958 ; ANDERSON et WAIKER, 1962 ; DARGENT et TOUZE, 1974 ;
LANDES et HOFFMANN, 1979). D'autres produisent & distance des substances toxi-
ques, altérant fortement les cellules situées bien au-deld des filaments mycé-
liens (DELON, 1975 ; DELON et MANGENOT, 1975). Il ne semble pas que ce soit
le cas pour Phoma linguam. En effet, 5 Jours aprés l'inoculation, les cellules
du parenchyme cortical sont intactes. Toutefois, en ce qui concerne la région
sous~épidermique, il est difficile d'apprécier une éventuelle action 3 distance
du Champignon en raison de 1'état naturellement dégénérescent de ce type de
cellule. .

Dans les cellules au contact avec de jeunes hyphes, nous n'a-
vons pas remarqué d'altération immédiate et significative, en particulier au ni-
veau des plastes et des mitochondries. Toutefois, compte tenu des connaissances
actuelles sur les effets de certaines toxines sur les structures cellulaires
(STROBEL et al., 1972), l'hypoth&se de 1'action précoce d'une toxine diffusible peut

-~

présenter, dans le cas du Phoma, un caractdre tout & fait aléatoire.

On constate que les effets induits par la présence du parasite
sont identiques 4 ceux d€crits dans la littérature : augmentation de 1'ergasto-
plasme qui s'oriente & la périphérie du cytoplasme parallélement au plasmalemme
(DELON et al., 1973 ; SYROP, 1975 ; LAZAROVITS et HIGGINS, 1976 ; LANDES et
HOFFMANN, 1979), vacualisation du cytoplasme.
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Dans les espaces intercellulaires, les filaments mycéliens
assurent un contact permanent entre eux mais &galement avec la paroi végétale
par 1'intermédiaire d'une substance d'origine fongique, de structure vraisem-
blablement mucilagineuse. Des observations similaires ont €té faites pour d'au-
tres parasites facultatifs (LABORDA et MAXWELL, 1976 ; LAZAROVITS et HIGGINS,
1976) ainsi que pour quelques parasites obligatoires tels qu'Erysiphe graminis
(BRACKER, 1968 ; Mc KEEN et BHATTACHARYA, 1970 ; RIJKENBERG et TRUTER, 1973) et
Melampsora lini (LITTLEFIELD et BRACKER, 1972). Cette substance est &galement
observée lors de la formation du tube germinatif chez Botrytis spp (HAWKER et
HENDY, 1963 ; RICHMOND et PRING, 1971), Fusarium culmorwn (MARCHANT, 1966),
Alternaria brassicicola (CAMPBELL, 1970), Stemphylium carbonus et Stemphylium
sarcinaeforme (MURRAY et MAXWELL, 19Tk ; MURRAY et MAXWELL, 1976).

Pendant qu'il prend de l'extension dans le cortex par les es-
paces intercellulaires pour gagner le cylindre central, le Champignon va provo-
quer trés progressivement la lyse de plus en plus intense des parois en contact
avec ses filaments. Au tout premier temps de la confrontation, aucun signe d'al-
tération évidente n'apparalt. Puis il se forme rapidement des poches de lyse dif-
fuses et profondes qui rappellent les cavités décrites dans les parois secondai-
res des cellules du chéne parasité par Ceratocystis fagacearum (SACHS et al.,
1970) ; ces poches vont s'étendre 4 l'ensemble de la paroi, fusionner pour don-
ner un stade final de lyse caractérisé€ par une perte totale de la structure fi-
brillaire originelle. A la place des parois, on ne trouve plus que de trés nom-
breuses vésicules, vraisemblablement des résidus de fibres que le Champignon

n'est pas parvenu & hydrolyser.

Pendant qu'il lyse la paroi, le mycélium manifeste une acti-
vité métabolique intense caractérisée, entre autres, par la présence de nombreux
lomasomes et plasmalemmasommes. Ces structures lamellaires sont généralement
associées 4 une active synthése de la paroi (BRACKER, 1967 ; MARCHANT et ROBARDS,
1968) et sont susceptibles de renfermer des enzymes hydrolytiques actives
(GROVE et BRACKER, 1970 ; MARCHANT et MOORE, 1973). Parallélement, la paroi du
Champignon laisse apparaitre deux régions d'opacité différente : une région

interne relativement transparente aux électrons et une région externe plus opaque.
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Sur des sections d'hyphes en phase de synthése active, on remarque la différen-
ciation centrifuge d'un matériel granuleux trés dense aux &lectrons, semblable

4 un glycocalyx, qui vient se fixer au niveau de la zone de contact avec la pa-
roi végétale (Pl. VII, Fig. 2). Cette différenciation est la matérialisation de
l'intense activité de transfert du matériel constitutif de la paroi de 1'hyphe en

extension.

Comme nous l'avons souligné précédemment, la progression du
Champignon est relativement rapide puisqu'on le trouve & l'intérieur des élé-
ments conducteurs du xyléme & un stade ol la nécrose s'ébauche & peine. Cette
observation montre bien que le mycé&lium est capable de se propager rapidement
dans l'appareil végétatif et reproducteur de la plante, en particulier par les
vaisseaux du bois, ce qui explique qu'en contaminant les hypocotyles, il est
possible d'obtenir des macules cotylédonaires, toujours localisées en bordure
de vaisseaux, avant l'apparition des premiéres nécroses. On comprend également
pourquoi, dans le cas de contamination des cotylédons, des macules foliaires
peuvent ainsi se former plusieurs mois aprés 1'inoculation dans des conditions

excluant toute nouvelle pénétration du Champignon.

V. CONCLUSION

Introduites passivement & l'intérieur des hypocotyles, les
conidies de Phoma linguam germent dans les espaces intercellulaires du cortex
externe ; les filaments colonisent rapidement le parenchyme cortical et le cy-
lindre central, permettant la propagation du Champignon dans d'autres organes
de la plante, tandis gu'apparaissent les premiers signes d'une lyse intense des
parcis cellulaires en contact avec le mycélium. La dégradation des structures
periétales se traduit par la disparition progressive de leur organisation
fibrillaire et aboutit & la formation de nombreuses vésicules sphériques renfer—
mant des débris de fibres. Une &tude cytochimique fine démontre que la présence
du mycélium dans la région sous cuticulaire de la paroi de 1'épiderme est la mani-
festation d'un chimiotropisme précis, mettant en évidence les aptitudes du mycé-
lium & dégrader de fagon préférentielle les régions pariétales riches en compo-

sés pecto-hémicellulosiques.
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CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

A l'issue de cette premisre partie consacrée & l'agent pathogé-
ne et & son hdte, nous avons caractérisé l'existence d'un phénotype agressif
chez Leptosphaeria maculans ainsi que des différences spécifiques de sensibilité
au Champignon pour le genre Bragsica. Ceci nous a permis de choisir judicieuse-
ment un hdte trés sensible, le Chou. Par 1l'étude ultrastructurale, aprés conta-
mination artificielle, nous avons recueilli de précieux renseignements & la fois
sur le mode d'envahissement des hypocotyles var les hyphes mycéliens et également
sur la nature des mécanismes d'action du parasite aumiveau des structures cel-.
lulaires. Une lyse intense des parois végétales &tant observée, la démarche logi-
que & donner & la suite de notre travail est la recherche des systémes enzyma-
tiques fongiques responsables de la d€gradation des polysaccharides pariétaux. Tou~
tefois, avant d'aborder cet aspect enzymologique du parasitisme, nous consacre-
rons un chapitre & 1'étude du rdle joud dans la pathogendse par une toxine, lg

sirodesmine PL, qui est produite par Phoma linguam.
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LISTE ALPHABETIQUE DES ABREVIATIONS

amidon

cavité de lyse
cellule stomatigue
conidie

cuticule

cytoplasme coagulé
dictyosome
épaississement de lignine
ergastoplasme
espace intercellulaire
fibres résiduelles
filament germinatif
filament mycélien
granum

lamelle moyenne
matériel granuleux
matrice

méat

membrane plastidale
mitochondrie
mucilage

noyau

cly
cst
co
cu

cyc

ei

fir

fm

E'OQ

&

“=EFAHHEE

nucléole

paroi

paroi de 1l'épiderme

paroi fongigque

paroi lysée

Placsmalemme

plasmalemmasome

plasmodesme

plaste

plastoglobule

réserves

septum

stomate

synapse

systéme lamellaire désorganisé
systéme lamellaire fongigque
tonoplaste

vacuole

vaisseau conducteur
vésicule

vésicule de lyse

€p
pf
ply
pl
plm
pld

plg
rs

st
sy
sld
slf

va
ve

vly




PLANCHE I

Fixation : glutaraldihyde postosmié. Contrastant : acétate d'uranyle et citra-
te de plomb.

Fig. 1 — Aspect des cellules épidermiques d'hypocotyles de Chou. On remarque
1'importance des vacuoles (V), la stratification de la paroi (ep), la
cuticule (¢) et une cellule en voie de dégénérescence dont le contenu
cytoplasmique encore nettement délimité par le plasmalemme renfer—

me des systémes lamellasires désorganisés (sld). G x 6 T50.

Fig. 2 - Détail d'un espace intercellulaire délimité par la paroi (ep) de deux
cellules épidermiques. Le méat est rempli d'une substance matricielle
(ma) opaque aux €lectrons, contenant de nombreux débris. Dans le cyto-—
plasme des cellules épidermiques, on observe de 1l'ergastoplasme (e)

ainsi que de nombreuses vésicules (ve). G x 11 900.

Fig. 3 - Coupe transversale d'un stomate (st). Les cellules stomatiques (c st)
sont fonctiomnelles, avec des mitochondries (m) et des plastes (P) ren-
fermant des systémes lamellaires organisés en granums (g), des plastoglo-
bules (plg) et élaborant de l'amidon (a). G x 16 100.
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Fixation

Fig. 1 -

Fig. 2

Fig. 3 -

Fig. 4 -

PLANCHE Il

: iﬂwtam&déhyde postosmi€. Contrasitant : acétate d'wwnyle et citrate
e plomb.

les cellules corticales sous—épidermiques sont dans un état naturel
de dégénérescence. Le cytoplasme est coagulé (cy c) et les vacuoles

(V) renferment de nombreuses vésicules (ve). G x 10 400.

Aspect hétérogéne du tissu cortical situé plus en profondeur : associa-
tion de cellules dégénérées fortement vacuolisées et de trés jeunes
cellules possédant un noyau volumineux (N), des mitochondries (m), des
plastes (P) et des dictyosomes (d) émettant de nombreuses vésicules.

G x 14 000.

Détail d'une cellule corticale montrant un plasmalemmosome (plm).
G x 31 000.

Activité amylifére des plastes (P) : synth@se de gros grains d'amidon
(a) provoquant la concentration des systémes lamellaires & la périphé-
rie du stroma. La membrane plastidale (mp) et le tonoplaste (t) restent
toujours bien- individualisés. G x 18 000.
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PLANCHE IT1

Fixation : g{!ﬁwta/m(’_déhyde postosmiZ. Contrastant : acétate d'uranyle et citrate
e plomb.

Fig. 1 - Observation d'espaces intercellulaires (ei) entre les cellules
corticales. G x 24 200.

Fig. 2 - Au niveau des discontinuités de la paroi on remarque la présence
de plasmodesmes (pld). G x 26 000.

Fig. 3 - La lamelle moyenne (1lm) dont la structure est fibrillaire présente

parfois une épaisseur remarguable. G x 24 200.
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PLANCHE Iv

Fixation : glutanaldéhyde poszosmi&. Contrastant : acitate d'uranyle et el
thate de plomb.

Fig. 1 - Les conidies (co) du Champignon dispersées dans un mucilage (mu) sont
dans un état quiescent ; les réserves (rs) occupent un volume impor-
tant. La paroi de 1'épiderme (ep) présente un aspect nettement strati-
fié. G x 10 850.

Fig. 2 - La paroi des conidies (p) est mince et relativement transparente aux

électrons. Une conidie émet un filament germinatif (fg). G x 16 200.

Fig. 3 - Conidie pénétrant 3 1'intérieur d'un stomate. G x 8 T0O.
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Fixation :

Ze de plomb.

PLANCHE

\

glutanaldéhyde postosmié. Contrastant : acétate d'uwanyle et citra-

Fig. 1 - Observation de conidies (co) 3 1'intérieur des cellules épidermiques

voisines des cellules stomatiques (¢ st). G x T 800.
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PLANCHE VI

Fixation : glutaraldihyde postosmil. Contrastant : acitate d'uranyle et citra-
te de plomb.

Fig. 1 - Présence de conidies (co) & l'intérieur d'un méat (mt). G x 13 500.

Fig. 2 - Section d'un filament mycé&lien (fm) dens un méat (mt). Remarguer
la pression mécanique exercée par le filament sur la paroi de
1'hdte. G x 12 T50.

Fig. 3 - Plusieurs filaments myc&liens (fm) peuvent s'insinuer dans les méats
(mt). Un menchon mucilagineux (mu) entoure les hyphes en se renfor-
¢cant au niveau des accolements des hyphes entre elles et au contact

de ces dernidres avec les parois des cellules de 1'h3te. G x 20 300.
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PLANCHE VII

Fixation : glutaraldéhyde postosmi€. Test de THIERY : 44ig. 1. Contrastant :
acitate d'wuanyle et citrate de plomb : f4g. 2.

Fig. 1 ~ Coupe longitudinale d'un filament mycélien (fm) migrant entre deux
cellules. Accolé & la paroi (p) de l'une, ce filament émet des évagi-
nations en doigt de gant venant s'appuyer fortement sur la paro} oppo-
sée (p). Les épaississements de la gaine de mucilage (mu) au niveau de

la zone de contact sont nettement visibles. G x 21 000.

Fig. 2 - Différenciation par le filament mycélien (fm) d'un matériel granuleux
(mg) opaque aux &lectrons, allant se fixer au niveau de la zone de

contact entre les parois fongique (pf) et végétale (p). G x 12 000.
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PLANCHE VIII

Fixation : glutanaldéhyde postosmiZ. Contrastant : acitate d'uranyle el ci-
tuate de plomb : §4ig. 2, traitement par Le PTA Cobalt acide.

Fig. 1 - Localisation sous-cuticulaire d'un filament myc&lien (fm) migrant dans
la paroi de l'épiderme (ep). Au voisinage immédiat de ce filament, la

stratification de la paroi disparalt. G x 22 500.

Fig. 2 - A un stade précoce de l'attaque parasitaire, on n'observe aucune action
du filament mycélien (fm) sur la paroi (p) des cellules de 1l'hSte.
G x 36 900.

Fig. 3 - Disposition caractéristique de l'ergastoplasme (e) de la cellule vé-

gétale provoquée par la présence du filament mycéliem (fm). G x 18 000.
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Fixation :

Fig. 1 -

Fig. 2 -

Fig. 3 ~

PLANCHE IX

glutanaldéhyde postosmit. Contrastant : acitate d'uranyle et citra-
te de plomb.

Aspect de la paroi de 1'épiderme sur une coupe non traitée. G x 1T L0O.

Aspect caractéristique des fibres de cellulose en faisceaux dans les
parties moyennes et profondes de la paroi de l'épiderme ; dans la ré-
gion sous-cuticulaire, 1l'apparence est plus lamelliforme.

Cette disposition structurale de la paroi est révélée, aprés préfixa-
tion, par désincrustation & 1'EDTA (sel disodique en solution), suivie
par adjonction de DMSO (Diméthylsulfoxyde) dans le fixateur principal.
Les coupes sont contrastées normalement. G x 38 500.

Mise en évidence de la richesse en composés pecto-hémicellulosiques de
la région sous-cuticulaire de la paroi de l'épiderme. La paroi désin-
crustée au préalable par 1'EDTA est fixée normalement. L'hydrolyse po-
tassique des composés pecto~cellulosiques est réalisée par flottation
des coupes sur un gradient de solution alcaline, suivi ‘d'une imprégna-

tion par les contrastants habituels. G x 42 000.
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PLANCHE X

Fixation : glutaraldéhyde postosmiZ. Contrastant : acitate d'uranyle et citra-
Ze de plomb.

Fig. 1 - Présence d‘'un filament mycé&lien 4 1l'intériewr d'un vaisseau conducteur
du xyldme (va). Noter les épaississements de lignine (L) ainsi qu'un
plasmalemmosome. G x 4O 000.

Fig. 2 - Formation de cavités de lyse (cly) dans la paroi végétale. Le filament
mycélien dont on observe un septum (s), manifeste une grande activité
métaboligue ; on remarque une abondance de ribosomes (r), des mito-
chondries, et de nombreux systémes lamellaires (slf) le long du plas-
malemme. ‘

Fig. 3 - Filament mycélien & l'intérieur d'une cellule : le cytoplasme est
coagulé (cy c) ; dans la paroi d8jd fortement lysée on observe par

endroits des résidus de fibres (fir).
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PLANCHE X1

Fixation : glutaraldshyde postosmil. Contrastant : acitate d'wunyle - citrate
de pLomb.

Fig. 1 - A un stade avancé de l'attaque parasitaire, les fibres résiduelles
(fir) de la paroi lysée (ply) viennent s'accoler & la paroi fongique
(pf). Dans le filament, on observe un noyau (N) avec un nucléole (n),

des mitochondries (m) et d'abondants ribosomes. G x 4O 300.

Fig. 2 - Autre coupe montrant en plus des nappes d'ergostoplasme (e) dans le
filament mycélien. G x 55 100.




-

: mwmwmww%w% mmﬁﬁm s

PLANCHE XI




PLANCHE  XII

Fixation : glutaraldéhyde postosmiZ. Contrnastant : acttate d'uranyle el cithate
de plLomb.

Fig. 1 - Dans les tissus nécrosés, la paroi de l'épiderme présente de nombreuses
vésicules de lyse (vly). G x 1T 000.
Fig. 2 - Importante colonisation mycélienne provogquant la disparition de la

structure tissulaire de 1'hdte. G x 11 550.
Fig. 3 - Détail d'un septum (s) montrant une synapse (sy). G x 28 000.

Fig. 4 — Détail d'une région de contact : on observe le long du plasmalemme
des systémes lamellaires fongiques (slf) indifférenci&s ; la paroi de
1'hdte fortement lysée (ply) présente de nombreuses vésicules de

lyse (vly). G x 24 500.
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CHAPITRE I : LA SIRODESMINE PL

I. INTRODUCTION

En matiére de Pathologie humaine, le terme de toxine sert 3 dési-

gner des substances & caractére antigénique. En Phytopathologie, il est pris

dans un sens beaucoup plus'large.

La Physiopathologie a commencé & prendre son essor 3 la fin du
si€cle dernier avec, en particulier, les travaux de DE BARY qui, en 1886, réus-
sissait & provoquer la pourriture de tissus de carotte mis en contact avec un
extrait stérile de carotte pourrie. Mais, ce n'est qu'd partir du milieu de ce
siécle,mque la notion de "toxine" fut introduite en Phytopathologie pour désigner
certaines substances impliquées dans des msladies cryptogamiques ; encore fallait-
il définir précisément ce que l'on entendait par "toxine". Trés vite, au fil des

investigations, on se rendit compte de la complexité du probléme.

Dans un article de synthdse publié en 1954, GAUMANN affirmait :
"Micro-organisms are pathogenic only if they are toxigenic : in other words, the
agents responsible for diseases can damage their hosts only if they form toxins
-microbial poisons— that penetrate into the host tissue". Ce raisonnement pré-
sente un caractére restrictif et méme ambigu en raison de la signification trop
vague attribuée au terme de toxine, qui englobe implicitement toute substance

produite par l'agent pathogéne pouvant nuire 3 la plante, y compris des enzymes.
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Un an auperavant, DIMOND et WAGGONER proposaient une premiére
distinction entre "toxine" et "vivotoxine", définissant cette derniére comme
"a substance produced in the infected host by the pathogen and/or its host,
which functions in the production of disease, but is not itself the initial
inciting agent of disease" (DIMOND et WAGGONER, 1953). Ces auteurs postulaient
également que pour caractériser une vivotoxine comme telle, il fallait :
1) 1'isoler des plantes malades uniquement ;
2) la caractériser physico-chimiquement ;
3) lui faire reproduire en partie ou en totalité les symptOmes induits par

le parasite.

On voit immédiatement les limites de cette proposition, notamment

4 propos des substances dont la structure moléculaire est trés instable, ou qui

sont produites en quantités trop faibles pour €tre décelées.

Les propriétés biologigques particuliéres de la victorine, composé
phytotoxique produit par Helminthosporium victoriae, furent & l'origine de la
constitution d'une nouvelle classe de toxines, les "pathotoxines" (WHEELER et
LUKE, 1963), encore gqualifiées, pour reprendre la terminologie anglo-saxonne, de
"host-specific toxins" (PRINGLE et SCHEFFER, 196L4). Ces toxines manifestent une
grande spécificité d'action sur 1'espéce végétale que parasite l'agent pathoge-
ne. En outre, elles reproduisent la totalité des symptOmes et n'exercent leurs
effets toxiques que sur les variétés sensibles de 1'hdte, pour une certaine gam-—
me de concentrations. Leur production est en relation trés &troite avec 1l'agres-
sivité de l'agent pathogéne. Ces propriétés ont &té d'ailleurs mises & profit
en Agronomie pour l'Ztablissement de programmes de sélection de lignées tolé-
rantes de Canne i sucre (BYTHER et STEINER, 1972). D'autres composés phytoto-
xiques produits par des microorganismes mais n'étant pas impliqués dans la pa~
thogenése ont été regroupés sous l'appellation de phytotoxines (LUKE et GRACEN,
1972) ; quant aux composés d'origine fongique qui sont toxigques pour les ver—

tébrés, ils sont désignés par le terme de mycotoxines.

Les enzymes participant & la dégradation des constituants cellu-
laires ne sont pas considérées comme des toxines, méme si leurs effets cytoto-

xiques les y apparentent pourtant (MOUNT et al., 1970 ; BASHAM et BATEMAN, 1975).

Cette classification est tout & fait arbitraire, car certaines subs-
tances possédent un large spectre d'activité&. En effet, certaines mycotoxines

telles que la sporidesmine (WRIGHT, 1968), la rubratoxine B (REISS, 1971, la
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citrinine (WHITE et TRUELOVE, 1972), la moniliformine (COLE et al., 1973) sont
douées de propriétés phytotoxigques ; les aflatoxines (EL KHADEM, 1968) et la
patuline (ELLIS et Mc CALLA, 1973) semblent méme contribuer aux mécanismes d'en-

vehissement de la plante par le Champignon.

A 1'inverse, des phytotoxines sont capables de produire des effets
toxiques chez les animaux (SINDEN et al., 1969 ; STEELE et MIROCHA, 1971).

-~

Dans ce chapitre, nous avons cherché 3 caractériser la production
~

de substances phytotoxiques par Phoma linguam et i préciser leurs propriétés bio-

logiques ainsi que leur rdle dans la maladie.

- Cette recherche est d'autant plus intéressante que des substances
Phytotoxiques ont déjd &té isolées des filtrats de culture d'autres espéces ap-
partenant au genre Phoma. Nous les avons rassemblées dans le tableau ci-dessous

en faisant figurer également 1l'espéce productrice.

Tableau 6 : Liste des composis phytotoxiques Ls0l8s des {iltrats
de culturnes de quelques espéces du gemre Phoma.

Especes fongiques Substances phytotoxiques
Phoma exigua var. exigua Phomine ou cytochalasine B (BOUSQUET
et var.nonoxydabilis et BARBIER, 1972)
Phoma exigua Phomenone (BOUSQUET, 1973 ; RICHE et al.,
var. nonoxydabilis 1974)
Phoma tracheiphila Glycoprotéine (NACHMIAS et al., 1977)
Phoma exigua var. foveata Pigments anthraquinoniques (SAUVET, 1979).

II. PRODUCTION ET CARACTERISATION DE PHYTOTOXINES PRODUITES PAR
PHOMA LINGUAM, EN CULTURE SUR UN MILIEU SYNTHETIQUE

Dans une premiére &tape, nous caractérisons la production de subs-—
tances phytotoxiques & partir de cultures réalisées sur un milieu synthétigue.
Une méthode de purification du produit, son identification ainsi que ses proprié-

tés antibiotiques sont ensuite décrites.

1) MISE EN EVIDENCE

a) milieu de culture :

La composition du milieu choisi pour la culture du Champignon est

la suivante :
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- le milieu minéral est celui proposé par MORQUER, dilué au quart, soit par li-
tre de milieu : KH,PO) : 400 mg ; 'Ca(HQPOh)HQO : 200 mg ; MgSO,TH,O : 125 mg ;

FeSOHTHZO complexé avec de 1'EDTA Na 10 mg MnSOh : 10 mg ZnSOhTH2O : 10 mg
CuSORSHzO : 5 mg

> :

- 1'azote est fourni, & raison de 50 mg/l, sous forme d'un mélange de deux acides

aminés, la L-Asparagine H,O : 135 mg et 1'acide L~y-aminobutyrique : 185 mg ;
- le glucose, 3 la concentration de 20 g/l a &té choisi comme source de glucide

- enfin, la composition du milieu est complétée par 1'addition de deux vitamines

la thiamine : 100 ug et la biotine : 10 ug.

Le pH du milieu initialement &gal & 4,8 est amené & 5,5 par addition d'une solu-

tion de soude décinormale.

b) conditions de culture :

Les cultures sont réslisées en fioles de Roux de un litre, & rai-
son de 100 ml de miliew par fiole. Le fond des fioles est tapissé de baguettes
de verre de 6 mm de diamdtre afin de permettre l'aération nécessaire & une bonne
croissance du Champignon. Le milieu est ensemencé avec une suspension de coni-
dies de facon & obtenir une concentration finale de 5 x 103 conidies par fiole.
Les fioles de Roux ainsi ensemencées sont ensuite places 3 22°C, & l'obscurité

°

continue, pendant 4 semaines.

¢) traitement des filtrats de culture :

Au bout de U4 semaines, les cultures sont filtrées sur de la gaze
et centrifugées 20 minutes 3 4 000 t/mn. Une partie du filtrat est conservée au
réfrigérateur, le reste est extrait 3 fois par du chloroforme. L'extrait chloro-
formique est séché en le placant quelques heures au congélateur, puis en le
filtrant & froid sur du papier filtre. L'extrait est ensuite évaporé a sec, &
30°C, sous vide, dans un évaporateur rotatif. Le résidu sec est repris par du
méthanol fraichement distillé. Le filtrat extrait au chloroforme est conservé
au refrigérateur aprés avoir toutefois éliminé€ les traces du solvant par passage

d'une durée de quelques minutes, & 30°C, sous vide, dans un évaporateur rotatif.

Le filtrat brut, l'extrait méthanolique et le filtrat résiduel
sont testés biologiquement.
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d) test biologigue :

L'activité biologique est mise en &vidence, d 20°C, par trempage
de plantules de Chou agées de 3 semaines, dont 1l'hypocotyle a été sectionné
au niveau du collet. Chaque plantule est placée dans un tube 3 hémolyse renfermant
soit :
5 ml de filtrat brut ;
S ml de filtrat résiduel ;
- 4,9 ml d'eau distillée + 0,1 ml d'extrait méthanolique ;
4,9 ml d'eau distillée + 0,1 ml de méthanol ;
5 ml de milieu de culture non ensemencé.

Pour chaque condition, nous avons étudié le comportement de
5 plantules. Le test est effectué en microphytotron, dans des conditions de lu-
miére identiques & celles requises pour la culture des Choux. En effet, dans
certains cas, des modifications apportées dans la qualité de la lumidre provo-

quent des varistions de l'effet biologique de certaines toxines (RUFFNER, 1971).

En ce qui concerne le lot t&moin milieu de culture non ensemen-
cé, il est indispensable de le renouveler toutes les 12 heures afin de limiter

les pollutions bactériennes.

L'activité biologique du filtrat brut et de 1l'extrait métha-
nolique se traduit aprd@s 48 heures de trempage par une diminution de la turges-
cence des pétioles et par un début de flétrissement des feuilles ; le flétris-—
sement total de toutes les plantules est atteint au bout de 96 heures. Aucun
effet phytotoxique ne se manifeste en ce qui concerne le filtrat résiduel ex-
trait au chloroforme et les deux témoins eau distillée/méthanol et milieu de
culture non ensemencé. Les filtrats de culture de Phoma linguam renferment donc

une ou plusieurs substances phytotoxigues solubles dans le chloroforme.

2) FRACTIONNEMENT DU FILTRAT PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE
MINCE

a) principe :

L'extrait méthanolique correspondant 3 l'extraction d'un fil-
trat de culture provenant de 1 litre de milieu est soumis 3 une chromatogra-
phie préparative sur couche mince de gel de silice Merck, type G de 0,5 mm q'é&~-

paisseur, développée dans de l'acétate d'éthyle sur une distance de 10 cm.
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L'extrait est déposé sous forme d'une bande étroite suf toute la longueur de la
plagque, & 2 cm de part et d'autre de chaque bord. Avant le développement, la pla-—
gue est soumise & une saturation par les vapeurs de solvant, pendant une heure,
3 température ambiante. Apr&s séchage, une partie du chromatogramme est divisée
en 10 bandes de 1 cm de large ; chacune de ces bandes est récupérée par grattage
de la plague avec une spatule et éluée par 2,5 ml de méthanol. Les fractions ain-
si récupérées sont numérotées de 1 & 10, la premiére fraction correspondant & la

zone de dépdt de 1l'éluat.

Aprés centrifugation, les 10 fractions sont diluées 10 fois avec
du méthanol pour &tre testées biologiquement. Le test biologique consiste & nou-
veau 3 faire tremper des plantules sectionnées au niveau du collet, dans des
tubes 3 hémolyse contenant 4,9 ml d'eau distillée et 0,1 ml d'éluat méthanolique.
Dans le lot témoin, 1'éluat est remplacé par du méthanol. Au bout de T2 heures
de trempage, il est possible d'évaluer la phytotoxicité de certaines fractions,
d'une part en mesurant simplement la longueur des segments d'hypocotyles plasmo-
lysés, d'autre part en observant les effets sur les cotylédons et la premiére
feuille. L'autre partie du chromatogramme est révélée par.pulvérisation d'une
solution d'acide sulfurique & 50 %, suivie d'un chauffage 4 110°C pendant quel-

gques minutes.

b) résultats :

Les résultats exprimés dans le graphique 6 mettent en &vidence
une trés nette activité phytotoxique des fractions 8 et 9 ; 1l'effet toxique
étant plus important dans la fraction 9. Cette activité se traduit non seulement
par un important amincissement des hypocotyles mais également par un trés sévére
flétrissement des cotylédons, des pétioles et de la premiére feuille. Si l'on
prolonge la durée du test, on remarque une légére phytotoxicité de la fraction 1,
se manifestant par 1l'amincissement des hypocotyles sur 4 & 5 mm mais sans fl&-
trissement des cotylédons.

Sur l'autre partie du chromatogramme, la révélation 3 l'acide
sulfurique 8 50 % met en évidence la migration de 4 composés dont les Rf sont
respectivement de 0,13 - 0,66 - 0,75 et 0,82. Ces composés apparaissent colorés
en jaune et si le temps de chauffage est augmenté, cette coloration vire au

brun—orangé pour les composés de Rf 0,75 et 0,82.
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Graphique 6 : Mise en Euvidence de fractions phytotoxiques apris
matographie d'un extrait chloroformique de §iltrnats de cul-
ture de Phoma linguam sun gel de silice dans L'acétate d'éthyle.
1 (mm) : longueur, en mm, des segments d'hypocotyles amincis
distance du front de solvant : 10 em
fractionnement du chromatogramme en 10 parties égales

: phytotoxicité

...............................

0-_ ----- RO R ey e e e el

En &tablissant la comparaison entre l'activité biologique des
fractions et la révélation du chromatogramme & l'acide sulfurique, on peut at-
tribuer la phytotoxicité de la fraction 9 au composé de Rf = 0,82. En raison
du découpage arbitraire du chromatogramme, ce composé se trouve également ré-
parfi, en moins grande quantité cependant, dans la fraction 8. Cette fraction
renferme &galement un autre composé légérement plus polaire, de Rf = 0,75. Afin
de connaltre les effets biologiques réels de ce second composé, nous avons ré-
pété 1l'expérience en effectuant une double chromstographie préparative sur gel
de silice G. La premidre chromatographie est développée avec 1l'acétate d'éhyle
sur 10 cm. La région du chromatogramme correspondant aux fractions 8 et O est
€luée au méthanol et 1'éluat est rechromatographié avec un mélange acétate
d'éthyle- chloroforme (1/1, v/v) sur 15 cm.
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Une partie du chromatogramme est divisée en bandes de 5 mm de
large cette fois, chacune de ces bandes &tant éluée au méthancl. La mesure de
l'activité biologique des différentes fractions s'effectue dans des conditions
analogues 3 celles décrites dans la premiére expérience. L'autre partie du
chromatogramme est révélée & l'acide sulfurigue. Les résultats concernant l'ac-—
tivité phytotoxique des fractions sont regroupés dans le graphique 7 . La
chromatographie dans le mélange acétate d'éthyle-chloroforme permet-une sépa-
ration de l'activité phytotoxique en deux régions distinctes du chromatogram-—
me, correspondant aux fractions 11, 12 et 15,16,17 avec une activité maximale

pour les fractions 12 et 16.

Deux composés de Rf 0,38 et 0,52 sont révélés par l'acide sul-

-

furique 3 50 %. Les produits élués dans les fractioms 12 et 16 sont & nouveau
chromatographiés dans l'acétate d'éthyle et révélés & l'acide sulfurique ; on
peut ainsi vérifier qu'ils correspondent respectivement aux composés de Rf =
0,75 et 0,82.

Graphique 7 : Separation de deux compos€s phylotoxiques aprds
chnomatographie des gractions & et 9 sun gel de silice dans Le
mélange acétate d'éthyle/chlorofonme.

1 (mm) : longueur, en mm, des segments d'hypocotyles amincis -[Zoc): phytotoxicité
distance du front de solvant : 15 cm
fractionnement du chromatogramme en 30 parties é&gales.

Rf _ 1(mm)~
[+] 58
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Pour plus de commodité, les composés migrant avec un Rf de
0,52 et 0,38 dans le mélange acétate d'éthyle/chloroforme ont été respectivement
désignés comme étant les toxines (1) et (2). En conclusion, on peut attribuer
8 deux composés la phytotoxicité des filtrats de culture de Phoma linguam. Ces
filtrats renferment €galement une ou peut-étre plusieurs autres substances
phytotoxiques, solubles dans le chloroforme, plus polaires car ne migrant pas dans
l'acétate d'éthyle ; toutefois, en raison de leur faible activité biologigque,
on peut considérer l'effet de cette ou ces substances comme négligeable. Par
conséquent, nous avons recherché une méthode de purification pour chacun des deux

composés toxiques en vue d'élucider leur structure chimique.

3) METHODES DE PURIFICATION DES TOXINES

a) purification de la toxine (1) :

Une méthode trés simple et trés rapide nous a permis d'obtenir

ce composé & 1l'état pur en quantités importantes.

) La premidre &tape de purification consiste en une extraction
au chloroforme des filtrats de culture obtenus dans des conditions analogues
& celles décrites précédemment. Aprés séchage & froid et évaporation & sec sous
vide de l'extrait, le résidu est repris par un volume minimum de méthanol. I1 °
suffit ensuite de laisser cet extrait 48 heures au congélateur pour provoquer
la formation 4d'un abondant précipité de couleur jaune-pdle. Le précipité est
récupéré par filtration & froid et rincé par du méthanol froid. Par ce pro-
cédé, nous avons pu obtenir environ 700 mg de précipité 3 partir de 30 litres
de milieu de culture. La pureté du produit obtenu est contrdlée par chromato-
graphie sur feuilles de gel de silice Schleicher-Schiill F1500 prétes 3 l'em—
ploi, de 0,25 mm d'épaisseur, dans des solvants de polarité différente : acé-
tate d'éthyle, chloroforme-méthanol (98/2, v/v), acétate d'éthyle—chloroforme
(1/1, v/v) et chloroforme. La distance de migration des solvants est de 10 cm et
les chromatogrammes sont révélés 3 1'acide sulfurique & 50 %. On ne détecte, &
chaque fois, qu'une seule tache. Pour ces différents systémes solvants, la valeur
du Rf du précipité et celle de la toxine (1) sont identiques. Ces valeurs

sont reportées dans le tableau 7.
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b) purification de la toxine (2) :

La toxine est purifiée par chromatographie préparative sur
couche mince de gel de silice G dans l'ac8tate 4'€thyle puis dans le mélange
acétate d'éthyle/chloroforme (1/1, v/v). Les valeurs du Rf de cette toxine
aprés chromatographie sur gel de silice Schleicher-Schiill F1500 dans les dif-
férents solvents précédents, sont &galement reportées dans le tableau T et

comparées a celles de la toxine (1) et de la substance précipitable au méthanol.

TabLeau 7 : Comparnaison entre Les valeuns du Rf de La toxine (1)
de La substance précipitable au méthanol et de La toxdine (Z) apnés
chromatographie dans différents solvants.

Solvants Chloroforme Chloroforme/ acétate acétate
méthanol d'éthyle d'éthyle/
chloroforme
Toxine (1) 0,00 T 0,36 0,77 0,38
Précipité 0,00 0,36 0,77 0,38
Toxine (2) 0,00 - 0,16 0,67 0,25

4) DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES DEUX TOXINES

Ce travail a été& réalisé 3 1l'Institut de Chimie des Substances

Naturelles de Gif-Sur—~Yvette en collaboration avec le laboratoire de M. BARBIER.

a) structure de la toxine (1) :

La détermination de la structure de cette toxine a abouti &
1'identification (FEREZOU et al., 1977) d'une substance de formule brute
CopHogNo0gS, du groupe des épidithio-3,6 dioxo-2,5 pipérazines (TAYLOR, 1971)
et & été apparentée 3 la sirodesmine G (CURTIS et al., 1977). La sirodesmine G

fait partie d'un ensemble de 4 métabolites, les sirodesmines A,B,C,G isolées

et identifides par CURTIS des filtrats de culture d'un agent de dégradation
saprophytique du bois, Sirodesmium diverswm Cooke. La toxine (1) produite par
Phoma linguam possdde des constantes physiques et des propriétés spectrales com-

parables 3 celles de la sirodesmine G, cependant la stéréochimie compléte n'a-

yant pas été établie, le nom de sirodesmine PL a &té attribué & cette toxine.
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lLa formule plane de la molécule ainsi gue ses principales caractéristiques

physico-chimiques, sont représentées ci-dessous.

20 19
CHB- |C.‘O

OH
o\, j'

16

Formule plane de La sinodesmine PL (d'apnes FEREZOU)
Caractéristiques physico-chimiques :

- masse moléculaire = L86
- température de fusion = 182-18L°C
- absorption dans l'ultraviolet, dans le méthanol : 208 mm avec épaulement
d& 228 mm )
- coefficient d'extinction moléculaire :-3 208 mm : 9,9.103
-3 228 mm : 4,8.103 °
- a 20 = - 2240

D
L'ensemble de ces résultats a fait 1l'objet d'une publication
parue au "Nouveau Journal de Chimie" (FEREZOU et al., 1977).

b) structure de la toxine (2) :

La toxine (2) posséde une formule brute, des constantes phy-
siques et des propriétés spectrales identiques & celles de la toxine (1) 3 en
effet, les spectres dans l'ultraviolet dans le méthanol et infra-rouge sont
semblables ; il en est de méme pour la valeur de l'azg ainsi que pour les spec-
tres de masse par ionisation chimigue et de résonnance magnétique nuclésire
dans le chloroforme. Malgré ces similitudes, on ne peut déduire gque les toxi-
nes (1) et (2) possédent une structure chimique absolument identique puis—
qu'elles se comportent différemment en chromatographie sur couche mince. Selon
FEREZOU (communication verbale), la toxine (2) serait une forme réduite, ré-

versible, de la sirodesmine PL, résultant de la réduction spontanée du pont
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disulfure de la molécule. Nous avons personnellement constaté l'instabilité

de la sirodesmine PL durant sa conservation, surtout en solution, méme 3 basse
température ; dans le mélange obtenu, nous avons pu caractériser un produit
possédant les mémes caractéristiques chromatographiques que la toxine (2). Ceci
tend 2 prouver que le passage de l'une 3 l'autre des formes de la molécule
s'effectue spontanément, mais, semble~t-il irréversiblement car, aprés un

mois de conservation au congélateur des solutions des deux toxines pures, on
ne remerque pas de transformation de la toxine (2) en toxine (1), alors que

l'inverse se produit.

5) BIOSYNTHESE, IN VITRO, DE LA SIRODESMINE PL

Selon des données extraites du travail de FEREZOU (FEREZOU
et al., 1980), 1'évolution de la biosynthése de sirodesmine PL, in vitro, est
représentée dans le graphique 8 en comparaison avec la croissance du Cham-
pignon. La courbe de croissance est établie au moyen de la méthode des poids
de matiére s&che. Pour le dosage de la sirodesmine PL, on fournit au Champi-
gnon une solution de précurseur radiocactif sous forme d'acétate [1hc], au
78me jour de croissance. La toxine est extraite au chloroforme et & l'acéta-
te d'éthyle, suivie d'une purification par chromatographie sur couche mince
avec le mélange chloroforme/acétate d'éthyle (1/1, v/v), puis sur S€phadex
LH20 éluée par le mélange chloroforme/acétate d'éthyle (3/2, v/v). Le graphi-
gque 8 montre que la biosynthése de toxine &volue de la méme maniére que
la croissance du Champignon, avec une production optimale allant du 168me au

_188me jour de culture.

Une partie des mécanismes de biosynthése de la sirodesmine PL
a pu étre élucidée grice 3 l'identification d'un composé intermédiaire, la
phomamide (FEREZOU et al., 1979) ainsi que par l'utilisation de précurseurs radioJ
actifs. Le premier produit formé est un cyclodipeptide, la cyclo-L-tyrosyl-L-
sérine, transformée en phomamide, ou cyelo~O-(yy diméthylallyl)-L-tyrosyl-L
sérine. La phomamide fournit ensuite la sirodesmine PL, aprés condensation

avec un ré&sidu mévalonyl et modification du complexe.
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Graphique 8 : Blosynthise de fLa sdirodesmine PL en fonction de
La crowssance mycélienne de Phoma linguam, en culiure in vitro
(d'apres FEREZOU).
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6) PROPRIETES ANTIBIOTIQUES DE LA SIRODESMINE PL

Quelques phytotoxines sont doudes d'activité antibiotique et
avant le développement des techniques physico-chimiques plus fines de dosage,
cette proprié&té a &t& utilisée dans le cas de l'acide fusarique (KALYANASUNDA-
RAM, 1955) et de l'acide alternarique (BRIAN et al., 1951) pour &valuer les
quantités de ces toxines produites, in vitro et in vivo.

Parmi les substances de la famille des &pidithiodicé&topipéra-
zines, certaines manifestent une activité antifongique et antibactérienne re-
marquable (WAKSMAN et BUGIE, 1944 ; BREWER et al., 1966 ; BREWER et al.,
1972). En général, les bactéries donnant une coloration Gram-positive et

~

Bactillus subtilis en particulier, se montrent plus sensibles i ces composés.
L'activité antibactérienne est, du reste, étroitement associée 3 la présen-

ce du groupement disulfure (BREWER et al., 1966).
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a) Propriétés antibactériennes :

-

Nous avons cherché & déférminer d'abord la sensibilité & la
sirodesmine PL de 5 souches bactériennes, dont 3 Gram—-positives : Baeillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus fecalis et 2 Gram-négatives :
Escherichia coli et Salmonella typhi-murium.

L'influence de la toxine sur la multiplication bactérienne a
8té testée de la facon suivante : 100 pl de solution méthanolique de sirodes-
mine PL renfermant 150, 100, 75, 50, 25, 10 et 5 ug de produit par millilitre
sont introduits dans des tubes de 16 x 160 mm contenant 5 ml de milieu de
Luria stérile. Dans les tubes té&moin, le méthanol seul est ajouté ; & cette
concentration, il n'exerce aucun effet sur les cultures. Les milieux sont en-
suite ensemencés avec 0,2 ml d'une suspension bactérienne. Aprés 18 heures 4'in-
cubation & 37°C, la croissance bactérienne est mesurée au spectrophotométre,
a4 600 nm, sauf pour Bactillus subtilis. Ce germe forme ern effet dans les cultu-
res t8moin une colonie localis€e juste sous la surface du milieu ; pour cette
raison, nous nous sommes contenté d'observer uniquement le développement ou non

de cette colonie pour les différentes concentrations de toxine.

Aucun effet inhibiteur de la sirodesmine PL & 150 ug/ml n'est
observé pour les 2 souches Gram-négatives. En revanche, pour les 3 autres sou-
ches, le résultat est différent. Bacillus subtilis se montre particuliérement
sensible car pour une concentration de 10 ug par millilitre, aucune colonie ne
se développe dans la partie supérieure du milieu. Pour le staphylocoque et le
streptocoque, 1'inhibition est moins marquée et dans les deux cas, la repré-
sentation graphique de la densité optique de la culture en fonction du logarith-

me de la concentration en sirodesmine PL fournit une droite (graphique 9 ).

b) propriétés antifongigues :

Par la méthode des antibiogrammes, nous avons recherché s'il
existait, parmi 9 espeéces fongiques cultivées au laboratoire, une souche par-
ticuliérement sensible & la sirodesmine PL. Parmi ces 9 espéces, figurent di-
vers Champignons phytopathogénes ou saprophytes :Phoma linguam, Botrytis cinerea,
Trichoteciun roseum, Phoma betae, Phoma exigua var. foveata, Aspergillus ory-
zae, Penicillium expansum et Aspergillus nidulans. Toutes ces souches ont été
cultivées en tubes 25 x 200 sur le milieu d'eau de pomme de terre enrichi,
sous un éclairement de 12 heures de lumiére blanche par jour, & 18°C pour

Phoma linguam, Phoma betaé, Phoma exigua var. foveata et 3 22°C pour les autres.

A}
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Graphique 9 : Ingluence de La sirodesmine PL sun La croissance
de Staphylococcus aureus et Streptococcus fecalis.

1004
a0 Staphylococeus aureus

—e Streptococcus fecalis
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Densité optique & 600 nm (x 10 3)

0y —
"1 .2 log de la concentration en sirodesmine PL

Des pastilles de papier Whatman de 13 mm de diamétre placées
dans des béchers stérilisés, sont imbibées soit par 100 Ml d'une solution métha-
nolique de toxine pure de concentration variable, soit par 100 ul de méthanol
pour le témoin. Le solvant est &liminé en plagant les béchers dans un dessica-
teur et en y faisant le vide pendant 15 minutes. L'air est ensuite réintroduit
trés progressivement. Les pastilles sont déposées dans des boites de Pétri sur
un milieu gélosé d'eau de pomme de terre enrichi sur lequel 0,1 ml d'une suspen-
sion de spores des différents Champignons ont &té préalablement étalds. Les

boltes sont mises en incubation & 22°C, 3 1'obscurité, pendant T2 heures.




La sirodesmine PL pure exerce sur toutes les souches testées,
& l'exception de Phoma linguam, une toxicité dont les effets se manifestent diffé-
remment selon les espéces et dont 1'amplitude est fonction de la concentration
employée. L'effet toxigue se traduit par une zone d'inhibition de la croissance
du mycélium, apparaissant plus claire par transparence. Le tableau 8 regroupe
les valeurs de la largeur des zones d'inhibition exprimées en mm, pour chaque
espéce, en fonction des concentrations en sirodesmine PL, données en milligrammes

par millilitre.

Tableau 8§ : Mesure de £'activit® antifongique de La sirodes-
mine PL par La méthode des antibiogrammes.

Souches Concentrations en toxine (mg/ml)

0 0,1 0,5 1 2 L 6 10
Aspergillus nidulans 0 0 0 0 0 0 2 b }
Aspergillus oryzae
(souche 1135) 0 0 0 0 0 2 3 5
Botrytis cinerea 0 0 0 0 0 0 2 6
Penieillium expansum 0 0 0 5 7 9 1N 12
Phoma betae 0 0 0 0 0 0 0 5
Phoma exigua
var. foveata 0 ° 0 0 0 0 0 2
Phoma linguam 0 0 0 0 0 0 0 0
Trichoteeium roseum 0 0 0 0 0 0 3 5

Une seule espéce, Penieillium expansum, se révéle nettement plus
sensible 3 la sirodesmine PL que les autres. Comme précédemment pour le sta-
phylocogue et le streptocoque, l'inhibition est une fonction linéaire du loga-
rithme de la concentration en toxine (graphique 10 ). Malgré tout, le seuil de
toxicité reste relativement élevé puisque pour des concentrations inférieures

3 1 mg/ml, la sirodesmine PL n'exerce plus aucun effet toxique, les filaments

mycéliens se développant méme abondamment, sur les pastilles de papier.
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Graphique 10 : Influence de La sinwdesmine PL sur La croissance
mycélienne .de Penicillium expansum.
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La toxicité est donc moins élevée que pour les bactéries, il
faut peut etre en trouver l'explication dans le choix méme de la méthode utili-
sée. Le fait que la sirodesmine PL soit insoluble dans 1'eau doit restreindre
fortement sa diffusion dans un milieu agueux gélosé, surtout lorsque les con-
centrations de produit sont faibles ; pourtant, dans ce cas, le mycé&lium co-
lonise rapidement la pastille de papier; par conséquent, on ne peut rendre uni-

quement responsable la diffusion insuffisante de la toxine.

Aprés avoir déerit les étapes successives ayant mené 3 1'iden-
tification de la sirodesmine PL et mis en évidence ses propriétés antibioti-
ques, nous allons maintenant chercher 2 savoir si cette molécule a une incidence

sur les mécanismes d'agression du Champignon envers les Cruciféres.
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ITI. ROLE DE LA SIRODESMINE PL DANS LA MALADIE

Le fait de caractériser, inm vitro, la production de métabo-
lites phytotoxiques par un agent phytopathogéne, n'implique pas, & priori, que
de telles substances jouent un role déterminant dans les mécanismes d'action du
parasite au sein de la plante-hSte. En effet, les conditions rencontrées par
l'agent pathogéne, in vivo, peuvent &tre suffisamment différentes pour que cer-
taines molécules ne soient pas synthétisées ou soient rapidement dégradées
(SANWAL, 1956 ; GAﬁMANN, 1957). La responsabilité 4'une toxine dans la manifes-
tation d'une maladie donnée ne peut &tre établie gu'en fonetion d'un certain nom-
bre de critéres (RUDOLPH, 1976). Parmi les principaux figurent :

‘= la caractérisation de la toxine dans les plantes parasitées uniquement, ceci
constitue la condition sine qua non (DIMOND et WAGGONER, 1953) ;

- la mesure de l'activité biologique de la toxine, afin de comparer les effets
produits chez la plante aux symptSOmes induits par le parasite ;

- la relation entre l'agressivité de différentes souches du parasite et leur
aptitude & produire, in vitro, la toxine ;

- la sensibilité & la toxine de cultivars de 1'hOte manifestant un comportement
trés différent & la maladie.

Notre démonstration, dans le cas de la sirodesmine PL, a con-

sisté 3 sborder l'examen de ces différents critéres.

1) CARACTERISATION, IN VIVO, DE LA SIRODESMINE PL

A partir d'extraits d'hypocotyles nécrosés, nous avons cher-—
ché 2 mettre en évidence la biosynthése de sirodesmine PL, in vivo, au moyen
de deux méthodes : 1l'une indirecte consistant & tester l'activité biologique de
1'extrait, l'autre directe par analyse chromatographique sur couche mince de

gel de silice et en phase liquide haute pression.

a) méthode. d'extraction :
En raison de la trés faible polarité de la molécule, nous
avons choisi d'effectuer l'extraction du matériel végétal en l'absence d'eau.

Les hypocotyles nécrosés ont donc été& au préalable lyophilisés. Deux grammes
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d'hypocotyles nécrosés sont broyés dans un mortier jusqu'a l'obteﬁtion d'une
poudre fine. Cette poudre est mise ensuite en suspension dans un mélange chloro-
forme-méthanol (9/1, v/v). L'extraction se déroule 3 température ambiante pen-
dant 30 minutes, sous agitation magnétique. Le mélange est ensuite filtré sur
papier filtre, le papier &tant rincé par 20 ml du solvant. L'extrait est évaporé
d sec, sous vide, et le résidu lavé 3 1'éther de pétrole 40°-65°C, afin d'élimi-
ner les pigments chlorophylliens. Aprés élimination de la solution &thérée, le
résidu est repris par un volume minimum de chloroforme, évaporé a sec et & nou-
veau lavé & l'éther de pétrole . Cette opération est répétée jusqu'd l'obtention
d'une solution &thérée incolore. Le résidu est alors repris par 1 ml de chloro-
forme, introduit dans un tube & hémolyse et évaporé & sec sous un courant d'a-

zote.

b) activité biologigue de 1'extrait :

Le résidu sec est repris par 50 pl de méthanol et 0,4 pl sont
injectés dans des hypocotyles de Chou. Dix plantes sont ainsi éprouvées. Un pre-
mier lot témoin ne reg¢oit que du méthanol ; dans un second, un extréit d'hypo-
cotyles sains obtenu de la fagon décrite ci-dessus, est testé. Aprés 48 heures,
on observe une dépression de la fégion de 1'hypocotyle &prouvée par l'extrait de
tissus nécrosés. Comme le montre la photo 3 , l'effet toxique est 1l&gdrement
plus faible que celui obtenu consécutivement 2 1'injection de 1 ug de sirodesmine

PL pure. Dans les deux lots témoin, aucun effet phytotoxique n'est observé.

c) analyse chromatographigue de 1'extrait : .
.- chomatographie sur couche mince de gel de silice : 5 ul

d'extrait d'hypocotyles nécrosés et sains ainsi que 5 ug de sirodesmine PL

sont chromatographiés sur gel de silice Schleicler-Schiill F1500 LS 254, imprégné
d'indicateur de fluorescence, dans l'acétate d'éthyle. La toxine est révélée
soit :

- par examen & la lumidre ultra-violette, & 254 nm ; la sirodesmine PL appa-

rait sous forme d'une tache sombre contrastant avec le fond fluorescent du chro-
matogramme ;

- par pulvérisation d'une solution aqueuse 3 1 % de nitrate d'argent ; quelques
secondes aprés, la sirodesmine PL se rév&le par une tache de couleur brune ;




T0

- par pulvérisation d'un mélange constitué de 0,2 g d'icde, 2,5 g d'iodure de po-
tassium et 0,2 g d'azide de sodium pour 100 ml d'eau distillée. Certains compo-
sés de la famille des épidithiodioxopipérazines possédent la propriété de cataly-
ser la décomposition de l'azide de sodium en présence du mélange icdo-ioduré
(BREWER et TAYLOR, 1967). Dans le cas présent, la réaction qui est trés sensible,
mais malheureusement trés fugace, se tradult par une coloration d'un bleu trés
pale.

L'examen du chromatogramme des extraits 4d'hypocotyles révéle
1'existence d'un composé présent dans les tissus nécrosés uniquement, en faible
quantité, migrant de fagon identique & celle du témoin sirodesmine PL. La ca-
ractérisation de ce composé est plus aisée & 254 nm qu'aprés pulvérisation de ni-
trate d'argent. En effet, dans le premier cas, 3 autres composés seulement sont
détectés. La révélation au nitrate d'argent, bien qu'étant plus spécifique que
celle & l'acide sulfurigue dilué, met en évidence de nombreux composés et man-
que de sensibilité pour de faibles quantités de toxine. Par contre, seule la

troisidme méthode fournit une révélation trés spécifique et trés sensible.

On note également la présence dans l'extrait d'hypocotyles né-
crosés d'un composé plus polaire migrant avec un Rf inférieur & 0,1 ; en effet,
une importante tache brune ou blanche selon le révélateur employé, est caracté-
risée dans la région voisine de la zone du dépdt ; l'origine de ce composé sera

discutée ultérieurement.

*

L'extrait de tissus nécrosés a été ensuite chromatographié
avec un témoin sirodesmine PL dans 2 autres solvants : les mélanges acétate d'é-
thyle-chloroforme (1/1, v/v) et chloroforme-méthanol (98/2, v/v). Les valeurs
du Rf du composé supposé &tre la sirodesmine PL ainsi que celles du t&moin toxine

pure sont regroupées dans le tableau 9 .

Tableau 9 : Comparaison, dans 3 solvants digférents, entre fa
valeurn du R{ de La sinodesmine PL et celle de La substance ré-
vélée d 254 nm, au nitrate d'angent et au ndactig Lodo-Loduné/
azide de sodium, @ parntin d'un extralt d'hypocotyles nécrosés.

Solvants Extrait d'hypocotyles| Sirodesmine PL
nécrosés de Chou
acétate d'éthyle/chloroforme 0,38 0,39
chloroforme /méthanol 0,42 0,k2

acétate d'éthyle 0,7k 0,Th
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Ia toxicité de l'extrait d'hypocotyles nécrosés ainsi que la
caract@risation en chromatographie sur couche mince d'une substance réductrice mi-
grant de fagon analogue i la sirodesmine PL sont deux arguments qui permettent
de supposer, qu'effectivement, la sirodesmine PL est biosynthétisée, in vivo.
Toutefois, nous avons tenté d'apporter d'autres preuves au moyen 4d'autres techni-
ques chromatographiques plus fines et nous avons recherché tout particulidrement
une méthode pouvant &galement quantifier la production de la toxine. La chromato-
graphie en phase gazeuse n'est pas applicable i la sirodesmine PL ; en effet, et
en raison de la labilité de la molécule due en grande partie & la présence
des 2 atomes de soufre, 5 pics sont recueillis & l'enregistrement. Ceci

nous a amené & utiliser la chromatographie en phase liquide haute pression.

. chomatographie en phase Liquide haute pression’ : la sirodes-
mine PL est chromatographife sur une colonne de gel de silice pédiculaire de
type Corasil (Waters) ; les différents paramétres fix€s sont les suivants :
~ vitesse de débit : 2 ml/minute
-~ vitesse d'enregistrement : 15 cm/heure
- sensibilité : 0,01
détecteur en ultra-violet, & 254 nm.

Dix micro-litres d'une solution chloroformique de sirodesmine
PL renfermant 20 ug de produit sont inject&s et &lués par un mélange chlorofor-
me/hexane (9/1, v/v). Un pic unique est enregistré au bout de 2 mn 31 sec ; 20 pl de
solution chloroformique d'extrait correspondant 4 180 mg de poids sec d'hypoco-
tyles sains et nécrosés sont injectés séparément et élués par le méme mélange

solvant. Les €lutogrammes obtenus sont représent@s dans le graphique 11 .

Pour l'extrait d'hypocotyles sains, deux pics sont obtenus avec
un temps d'élution respectif de 35 secondes et 59 secondes. Par contre, l'extrait
d'hypocotyles nécrosés renferme de nombreux composés absorbant dans 1'ultra-—
violet, ceci se traduisant par plusieurs pics enregistrés pendant la premidre
minute d'élution, mais surtout par la caractérisation d'un composé &lué 2 minutes
31 secondes apres l}injection. Cette technique permet donc de confirmer la
présence de sirodesmine PL dans les tissus nécrosés par le Champignon et d'éva-

luer les quantités recueillies. Par rapport 3 une gamme &talon de sirodesmine PL

établie dans les conditions de 1'expérimentation, on peut estimer 3 environ

*Realisée au Laboratoirne de Physiopatholfogie de Monsiewr C. MARTIN.
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Graphigue 11 : Chromatographie en phase Liquide haute pres-
sion sur gel de s4lice de :

T ———
————

. y
0 23 (t) 0 231 10 (t)

a A b

0 231 v(t)

a 30 g de sirodesmine PL

b : extrait d'hypocotyles nécrosés
¢ : extrait d'hypocotyles sains

(

t) : temps d'élution en minute.

92 ug la quantité de sirodesmine PL extraite & partir de 1 g de poids sec de

tissu nécrosé, soit entre 1,2 ug et 1,9 ug par hypocotyle.

';\\\Q,L 2) ACTIVITE BIOLOGIQUE DE LA SIRODESMINE PL
. \‘\\'\‘a‘

-

Le symptdme le plus important consécutif 3 l'attaque du Phoma

linguam &tant la nécrose des hypocotyles, nous avons choisi de comparer, & 20°C,
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les effets de la sirodesmine PL & ceux du Champignon, en injectant la toxine dans
des hypocotyles de plantules Zgées de 3 semaines. En effet, dans le cas de plan-
tules contaminées par les cotylédons, les nécroses commencent 3 se former en gé-
néral aprés 20 jours d'incubation. La sirodesmine PL est injectée sous forme de
solution méthanolique & 1'aide d'une micro-seringue "Hamilton" pour chromatogra-
phie en phase gazeuse, & raison de 0,4 ul par hypocotyle ; des hypocotyles de
plantes témoin ne recoivent que du méthanol. Différentes concentrations de toxi-
ne, allant de 10 ug a8 0,1 ug, ont &té injectfes. Le procédé par injection est
pratiqué assez couramment et a d8jd été rfalisé sur racines (BASSETT et al.,
1969), sur tiges (KERN et NAEF-ROTH, 1971) et également sur feuilles (NACHMIAS
et al., 1977).

a) sensibilité de 1'hypocotyle :

L'injection de 10 ug de toxine provoque au bout de 48 heures
un important amincissement de 1'hypocotyle de part et d'autre du point d'injec-
tion, sur 1 cm environ ; en outre, la région amincie est dépourvue d'anthocya-
nes. Pour de plus faibles concentrations allant de 5 ug & 1 ug, la réaction se
traduit par une dépression plus ou moins profonde des tissus situés & la périphé-
rie du point d'injection, accompagnée d'une perturbation du métabolisme antho-
cyanique. semblable & celle observée précédemment. Pour des concentrations com
prises entre 0,6 Ug et 1 Ug, on peut remarquer un treés léger effet mais pas
chez toutes les plantes éprouvées, contrairemen{.é ce que l'on obtient pour des
doses supérieures ou €gales & 1 Ug. Des concentrations inférieures 3 0,6 Ug
ne provoquent aucune perturbation physiologique apparente, tout comme le métha-
nol dans le lot témoin. La photo L4 montre les effets de 10 pg et de 1 pg de

sirodesmine PL ainsi que ceux du méthanol sur des hypocotyles de Chou.

Dans les conditions de l'expérimentation, la dose minimale de
sirodesmine PL pouvant engendrer chez toutes les plantes des perturbations phy-

siologiques, a été fixée 3 1 yng.

b) sensibilité du cotylédonm :

Généralement, dix jours aprés la pulvérisation d'une suspen-~
sion de conidies sur les cotylédons de plantules Agées de 8 jours, toutes les

plantes présentent des macules cotylédonaires nettement formées. Les cotylédons
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de plantules de 18 jours ont été sectionnés & la base du pétiole, au niveau

du noeud cotylédonaire et l'extrémité du pétiole est mise & tremper, & 20°C,
dans un tube 2 hémolyse renfermant 5 ml de solution active comprenant 100 wl

de solution méthanolique de toxine ou de méthanol seul. Les concentrations suivan-
tes de toxine ont &été testées : 10~5-2-1-0,5 et 0,1 ug par millilitre. Pour

10 pyg/ml et 5 ug/ml de toxine, les effets ne se manifestenf qu'aprés 96 heures
de trempage : les pétioles s'amincissent et les cotylédons se desséchent pro-
gressivement ; cecli s'accompagne en outre, d'une disparition de la chlorophylle
ce qui a pour effet de donner aux cotylédons une coloration rougedtre. Pour de
plus faibles concentratioms, 2-1-0,5 et 0,1 Hug/ml, on n'observe aucun trouble
physiologique de cette nature. Toutefois, au bout d'une semaine, des racines se
différencient 3 la base du pétiole puis se développent mettement dans le milieu.

Le méme phénoméne se produit pour les cotylédons témoin.

3) SPECIFICITE D'ACTION DE LA SIRODESMINE PL

A l'exception des "pathotoxines" qui manifestent une spécifi-
cité d'action trés &troite vis-d@-vis de la plante hdte, les autres phytotoxines
sont capables de provoquer des symptdmes chez des plantes appartenant & des

familles trés diverses.

Pour déterminer la spécificité d'action de la sirodesmine PL,
nous avons eu recours au test de trempage appliqué & des plantules de Tomate
ayant été cultivées d 24°C. Cette espéce végétale a &té choisie en raison de sa

sensibilité 3 un grand nombre de toxines.

Des plantules au stade 2 feuilles ont été sectionnées au niveau
du collet et mises & tremper, a4 20°C, dans des solutions actives renfermant
200, 100, 50 et 10 ug de toxine par millilitre. Dans tous les cas, la sirodes-
mine PL provoque un flétrissement des plantules d'autant plus rapide et d'au-
tant plus sévére que la concentration en toxine est élevée. Dans le tableau 10
nous avons indiqué les temps nécessaires pour obtenir le flétrissement complet

des plantules en fonction des concentrations de sirodesmine PL.




75

Tableau 10 : Relation entrne Le temps de fLetrnissement de
plantules de Tomate et La concentration en sirodesmine PL.

Concentration en toxine

200 100 0 10
(ug/ml) >

temps de flétrisse— ol 36

ment (heure) 72 192

La Tomate est manifestement sensible & la sirodesmine PL, mé-
me pour de faibles concentrations ; mais, dans ce cas, la réponse est plus lon-

gue & obtenir.

L) RELATION ENTRE L'AGRESSIVITE DU CHAMPIGNON ET L4 PRODUC-
TION, IN VITRO, DE SIRODESMINE PL

Cette &tude aboutit parfois & des résultats controversés, dus
essentiellement aux souches employées. En effet, des modifications apportées
dans la composition du milieu de culture peuvent entrainer des variations non c¢or—
rélatives de la production de toxine chez des isolats d'origine et d'agressivité
différentes (SANWAL, 1956 ; LUDWIG, 1957 ; EGLI, 1969 ; DE VAY et al., 1968 ;
OTTA et ENGLISH, 1971). L'utilisation de mutants issus d'une seule souche et
présentant une grande variabilité de leur agressivité permet de donner une in-
terprétation valable 2 une telle étude (PATIL et al., 1974 ; RUDOLPH, 1976).

a) obtention des souches :

Six souches ont &té retenues pour notre expérimentation :

- 1l'isolat trés agressif, hétérothallique, de signe (+) avec lequel nous avons
réalisé notre étude épidémiologique ;

- l'isolat conidien hétérothallique de signe (-) ;

- une souche issue de l'isolat agressif ayant muté spontanément au laboratoire.
En effet, cette souche présente des différences phénotypiques en culture pure
avec la premiére, notamment & 18°C, sur milieu gélosé d'eau de Pomme de terre
glucosé & 1 %. Alors que l'isolat agressif produit un mycélium ras et de tras
nombreuses pycnides de petite taille donnant un aspect noirdtre & la oulture,
le mutant se caractérise par un mycélium dressé, les pycnides sont beaucoup
moins nombreuses, plus globuleuses et se répartissent trés fréquemment en zones
concentriques. Cette souche manifeste une agressivité trd&s atténuée ;
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- trois mutants obtenus par l'action d'un agent mutagéne, la N-méthyl-N'nitro-
N-Nitrosoguanidine sur 1'isolat tré&s agressif. Nous avons eu recours & la muta-—
gendse dans le but de sélectionner des souches produisant moins de toxine que la
souche sauvage. ’

. obtention des mutants : 3 1 ml d'une suspension de conidies
de la souche trés agressive renfermant 103 conidies, on ajoute 1 ml d'une solu-
tion aqueuse d'agent mutagéne de concentration variable. Le mélange est mis en
incubation 1 heure & 26°C, 2 1l'obscurité, sous agitation rotative, puis centri-
fugé. Le surnageant est €liminé et le culot de conidies lavé par 1 ml d'eau dis-
tillée stérile. La suspension est & nouveau centrifugée, le surnageant &liminé
et le culot repris & 1 ml d'eau distillée ; 0,1 ml sont étalés en boite de Pé-

tri, sur le milieu d'eau de Pomme de terre glucosé enrichi en extrait de levure.

Les boltes sont incubées & l'obscurité & 22°C pendant T2
heures et les colonies survivantes numérées. La courbe de survie des colonies
obtenues en fonction de différentes concentrations en agent mutagéne est repré-
sentée dans le graphique 12 . A l'issue de cette &tude préliminaire, nous -
avons fixé 3 35 ug/ml la concentration en agent mutagéne & utiliser pour la suite

de notre expérimentation, ce qui correspond 3 un taux de survie d'environ T %.

Graphigque 12 : Evolution du Zaux de survie des conidies de

Thoma Linguam en fonction de différentes concentrations de
nitrosoguanidine.
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. choix du eniténe de sélection

genése pose inévitablement le probléme du recours 3 une méthode simple et rapide

l'utilisation de la muta-

o

de sélection des mutants, en vue d'en récupérer le plus grand nombre possible.
En ce qui concerne notre probléme -l'obtention de souches produisant moins de
toxine~ la méthode la plus simple consiste & caractériser directement 1l'activité
toxique des filtrats de culture des souches recherchées.

Les cultures des mutants sont réalisées 3 1l'obscurité dans

des conditions de milieu et de température identiques & celles définies pour

l'obtention de la toxine.

La méthode utilisée pour la ségrégation des souches consiste
& utiliser les propriétés phytotoxiques des filtrats de culture du Champignon,
en ayant recours & un test de trempage de plantules de Tomates de 10 jours
(stade cotylédonaire). Celles—ci se montrent en effet plus sensibles que des
plantules de Chou du méme Age. La température a &t& fixée & 18°C dans le seul
but de limiter la pollution des filtrats pour une durée du test excédant 72 heu-
res. Dans ces conditions, un filtrat de culture de 4 semaines de la souche agres-
sive provoque wne diminution de la turgescence des pétioles et des cotylédons
de Tomate au bout de 6 heures de trempage ; 12 heures aprés, toutes les plan-
tules sont flétries, les hypocotyles commencant 3 s'amincir. Nous avons
donc sélectionné tous les ﬁntants dont les filtrats de culture, aprés 96 heures
de trempage, ne provoquaient ni le flétrissement des cotylédons, ni la plasmo-
lyse des hypocotyles. Sur 476 souches testées, 5 ont présenté les caractéris-
tiques requises et ont été désignées par le numéro d'ordre de leur isolement ;
il s'agit des mutants 61-143-204-304 et L65.

Ces mutants sont maintenus en culture sur le milieu gélosé
d'eau de pomme de terre, glucosé et enrichi en extrait de levure, & 18°C, sous
un éclairement de 12 heures de lumidre blanche par jour. L'aspect des mutants
143 et 304 se rapproche de celui de 1l'isolat agressif : un mycélium ras, de
nombreuses petites pycnides donnant un aspect noirdtre 3 la culture. Le mutant
465 présente un aspect voisin de celui du mutant naturel moins agressif. Les
mutants 61 et 204 se distinguent trés nettement des trois autres. Le mutant
61 fournit un mycélium blanc se développant de facon exhubérante non seulement
sur le milieu mais également sur les parties du tube n'dtant pas en contact
avec le milieu. Le mutant 204 fournit un mycélium blanc, d'aspect cotonneux ;

malgré de nombreux essais de milieux naturels et synthétiques et de tempdratures,
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nous ne sommes Jjamais parvenu & faire sporuler ces deux mutants. Ne pouvant
ainsi déterminer leur agressivité, ils n'ont pas &té retenus pour notre expéri-

mentation.

b) relation entre la croissance des différentes souches et la biosynthése de
sirodesmine PL, in vitro :

. chodlssance des souches : la croissance des souches retenues
pour cette étude est mesurée par la méthode des poids secs. Les cultures sont
réalisées en fioles de Roux dont le fond est recouvert de baguettes de verre,
sur le milieu synthétique utilisé pour la production de toxine, & l'obscurité
continue, d& 22°C. Des fragments de mycélium prélevés & partir d'une culture
sur milieu gélosé ont servi i 1l'ensemencement. Les mesures ont été effectuées
4 partir du 6éme jour de culture jusqu'au 18éme jour, l'optimum de croissance
de 1l'isolat agressif se situant au 168me jour. Les différentes courbes de crois-
sance sont rassemblées dans le graphique 13 . Ce graphique fait apparaltre :

- une similitude de la croissance des deux isolats entre eux ainsi qu'avec cel-
le des mutants 143 et 304 ;

- une croissance plus faible pour le mutant naturel spontané ;

- une trés faible aptitude du mutant 465 & assimiler les &léments du milieu ;
ceci se traduit par l'obtention, & l'optimum de croissance, de 3 fois moins de
mycélium qu'avec la souche agressive.

dosage de La sirodesmine PL : compte tenu de la similitude
entre la croissance du Champignon et l'évolution de la biosynthése de la siro-
desmine PL, im vitro, sur milieu synthétique (FEREZOU et al., 1980), nous avons
dosé les quantités de toxine contenues dans des filtrats de culture de 16
jours et comparé les valeurs obtenues avec le poids sec mycélien recueilli pour
ce temps de culture. Pour chaque souche, le filtrat de culture de 5 fioles &
gté extrait au chloroforme, aprés avoir été filtré sur de la gaze. Apreés sécha-
ge & froid, le solvant est éliminé sous vide, & 30°C, et le résidu sec repris
par 2 ml de méthanol ; 50 yul d'extrait ainsi que 5 ug de sirodesmine PL sont
chromatographiés sur gel de silice dans l'acétate d'éthyle. La toxine est lo-
calisée en lumiére ultra-violette et €luée, pour chaque extrait, par 10 ml de
méthanol. Aprés centrifugation, les éluats sont dos€s & 230 nm et les quantités
de sirodesmine PL calculées par rapport & une courbe étalon du produit pur ;
parallélemeﬁt, 50 Wl d'extrait sont chromatographiés dans le méme solvant et

révélés au nitrate d'argent afin de comparer la production de toxine par les
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Graphique 13 : Croissance comparie sun milieu synthétique
des deux «solats conidiens et des mutants naturel et Lnduits.

: isolat conidien de signe(+) ; m——a : isolat conidien de signe (~)
: mutant naturel hypovirulent ; &——n : mutant 143
: mutant 304 ; Ve : mutant 465

témps de culture
(jour).

]




8o

souches d'aprés 1'intensité de la coloration des taches correspondant 2 la

sirodesmine PL.

Les quantités de toxine produites ainsi que la croissance des
différentes souches, exprimées respectivement en pmole/litre de milieu de cul-

ture et en mg de poids sec de mycé€lium, sont regroupées dans le tableau 11,

Tableau 11 : Comparaison entre La production de s{rwdesmine
PL et La cwissance de difgérentes souches, au Té2me jour de
cultune sur milieu synthétique, a 22°C, @ L'obscunit?s conti-

nue.
Souches
ic(+) 1i.(=) hypovirulent 143 304 | 465
Toxine (umole/1) 69,95 | 111,11 167,69 62,75 | 13,37 | 8,23
izigsszzc(gz)mycé' 12 | 17" 135 173 | 170 58

i.(+): isolat hétérothallique de signe (+), trés agressif

i.(-): isolat hétérothallique de signe opposé, moins agressif ;
hypovirulent : mutant naturel d'agressivité atténuée
143,304,465 : mutants induits.

A partir des valeurs indiquées dans ce tableau, on ne peut
dégager aucune corrélation entre la croissance des différentes souches et leur
aptitude 3 biosynthétiser la sirodesmine PL. En effet, pour les isolats et les
deux mutants 143, 304 qui ont une croissance &quivalente, la biosynthése de to-
xine est trés variable. Il en est de méme pour le mutant naturel d'agressivité
atténuée, dont la production de toxine est beaucoup plus importante gue celle
des souches précédentes, mais dont la croissance est plus faible. On remargue,

[

toutefois, pour le mutant 465, qu'd un faible poids mycélien correspond une

trés faible quantité de toxine.

c) relation entre la biosynthése de sirodesmine PL, Zn vitro, et 1l'agressivité
des souches :

Le pouvoir pathogéne des souches est déterminé par le pour-
centage de plantules de Chou rouge nécrosées obtenu, & 20°C, aprés contamina-—

tion par pulvérisation d'une suspension de conidies sur les cotylédons de
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plantules de 8 jours. Les conidies des différentes souches sont obtenues de la
mé€me manidre qué pour celles de l'isolat agressif, Les potentialités de biosyn~-
thése de toxine des souches, exprimées comme précédemment en umole de toxine pro-
duite par litre de milieu de culture, sont comparées au pouvoir pethogéne dans

le tableau 12 . Nous avons également &tabli dans ce tableau le rapport entre la
quantité de toxine (T) produite par 1'isolat agressif de signe (+) et la quan-

tité (T') produite par 1l'isolat de signe (-) et les mutants hypovirulent, 143,
304 et 465.

Tableau 12 : Comparaison entrne fa biosynthdse, in vitro, de

sinwdesmine PL et Le pouvoin pathogine exprimé en pourcenta-

ge de nlcroses d'hypocotyles de Chou, des isolats de signe
g*) et (-) et des mutants naturel (hypovirulent) et Lnduits
143, 304, 465).

Souches
i (+)] 1.(=) hypovirulente 143 30k 465
Toxine ( ymole /1) |69,95 111,11 167,69 62,75 | 13,37| 8,23
T : 1,6 2,k 0,89 | 0,48 0,12
Pourcentage de )
nécroses 96 62,5 16 90 84,5 | 51

T' : quantité de toxine produite par 1'isolat de signe (-) [i.(-)]
et par les mutants hypovirulent, 143, 304 et L65.

T : quentité de toxine produite par 1l'isolsat agressif de signe (+)

[i.(+)]

Pour les mutants 143, 304 et 465, la diminution du pouvoir
pathogene est associ€e & une moindre production de toxine, mais sans aucune
proportionalité. Le mutant 465, malgré une trés faible croissance sur milieu
synthétique, est néanmoins capable de provoquer la mort de la moitié des plantes
contaminées. Chez l'isolat de signe (-) et surtout chez le mutant naturel peu
agressif, l'atténuation du pouvoir pathogéne est associée 3 une plus grande

aptitude & synthétiser la sirodesmine PL. Par conséquent, aucune corrélation

ne se dégage entre l'agressivité des souches et leur capacité 3 produire la
sirodesmine PL.
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5) RELATION ENTRE LA SENSIBILITE VARIETALE DU COLZA ET LA
SENSIBILITE A LA SIRODESMINE PL

Dix plantules de deux cultivars de Colza manifestant pour
1l'un, le cultivar "Expander", une trés grande sensibilité au Champignon et pour
1'autre, le cultivar "Rg", une grande tolérance, ont &té éprouvées par injec-
tion de la toxine. Des solutions renfermant 10, 5, 2, 1 et 0,5 ug de sirodesmi-
ne PL pour O,4 ul ont été injectées dans des plantules de 3 semaines cultivées
34 14°C et laissées ensuite 3 cette température. Comme le montre la photo 5 ,
les effets de la toxine sont rigoureusement analogues chez les deux cultivars ;
48 heures aprés l'injection de 10 ug, on observe un important amincissement
des hypocotyles sur 1 cm de long environ. Au bout du méme temps et avec des
doses de 1, 2, 5 pg, les tissus de la région &prouvée se creusent de fagon
d'autant plus importante que la concentration en toxine est &levée. Les régions
perturbées prennent une teinte gris@tre et se délimitent par un liséré brun
(photo 6 ). Aucune diminution de la turgescence des parenchymes n'est visible

avec 0,5 ug de toxine.

Comme on peut le remarquer, ces observations sont identiques
3 celles faites consécutivement 3 l'injection de sirodesmine PL, & 20°C, dans
des hypocotyles de Chou. La vitesse d'action de la toxine est indépendante de
la température d laquelle se déroule le test, puisqu'aussi bien & 20°C qu'a
14°C, 48 heures sont nécessaires pour la formstion des symptdmes. En outre,
chez les deux cultivars de Colza, la sensibilité & la sirodesmine PL n'est
pas corrélative de la sensibilit€ au Champignon, les mémes quantités de toxine
induisant les mémes effets. Par conséquent, dans 1'hypothése ol la sirodesmine
PL serait impliquée dans les mécanismes d'attaque du Phoma linguam, on ne peut
attribuer la différence de comportement 3 la maladie & une différence de sen-
sibilité & la toxine.

Ceci implique également gqu'il n'existe pas de géne de ré-

sistance 2 la sirodesmine PL chez des Colzas résistants au Champignon.
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IV. DISCUSSION

Les substances du groupe des &pidithiodioxopipérazines cons—
tituent une importante classe de métabolites fongiques parmi lesquels figurent
la gliotoxine (BRUCE et al., 1944 ; WILKINSON et SPILSBURY, 1965), les sporides-~
mines A et B (RONALDSON et al., 1963), les aranotines (NEUSS et al., 1968 ; MIL-
LER et al., 1968), les chaetocines (HAUSER et al., 1970 ; HAUSER et al., 1972),
la chaetomine (SAFE et TAYLOR, 1972), les hyalodendrines (STRUNZ et al., 1973), les
mélanicidines (ARGOUDELIS et REUSSER, 1971 ; ARGOUDELIS, 1972), les verticilli-
nes (MINATO et al., 1971) et l'épicorazine A (BAUTE et al., 1976).

A ce groupe, nous pouvons rattachef la toxine produite par
Phoma linguam, dont la structure est apparentée 3 une sirodesmine (CURTIS et
al., 1977) et plus particulidrement 3 la sirodesmine G. Il nous faut signaler
qu'en plus de la sirodesmine PL, BOUSQUET a isolé des filtrats de culture d'une
souche de Phoma linguam, mais au cours d'une seule série d'expériences, la

forme triol correspondant & la désacétyl sirodesmine PL (BOUSQUET et al.,
1977).

Outre leurs propriétés antibiotiques, certains de ces méta-
bolites soufrés se caractérisent par une forte activité toxique pour les cultu-
res de tissus animaux (DONE et al., 1961 ; RONALDSON et al., 1963 ; TROWN,

1968 ; BREWER et al., 1972) et inhibent la synthése virale, en particulier celle
des virus & RNA (MILLER et al., 1968 ; CURTIS et al., 1977). La sirodesmine PL
présente également un large spectre d'activité toxique sur les Champignons et
les bactéries, les animaux (BOUSQUET et al., 1977) et au méme titre que la
sporidesmine (WRIGHT, 1968), provoque d'importantes perturbations chez les
végétaux (BOUSQUET et al., 1977 ; BOUDART, 1978).

- La sirodesmine PL joue-t-elle un r3le déterminant dans la
colonisation par Phoma linguan des tissus de 1'hSte trés sensible qu'est le

Chou 7.

Les Cruciféres sont connues pour &tre riches en métaboli-
tes soufrés particuliers, les glucosinolates (dont les principaux sont la
gluconapine, la progoitrine, la glucobrassicanapine et la sinigrine) et égale-

ment en. acides aminés soufrés, leurs précurseurs. La présence de deux atomes
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de soufre dans la molécule de sirodesmine PL et la richesse en soufre des
Crucifé@res constituent un argument favorable & l'attribution & la toxine d'un
rdle important dans 1'évolution de la maladie, puisque le Champignon trouve
tous les éléments de base nécessaires & la synthése de cette molécule. De plus,
la biosynthése des composés soufrés est particuliérement active chez les plan-
tes jeunes (JOSEFSSON, 1967).7Le rdle des facteurs trophiques présents dans la
plante-hdte est important car, pour.certains agents phytopathogénes, la biosyn-
thdse de phytotoxine n'a pu &tre caractérisée que dans les plantes contaminées.
C'est le cas non seulement pour des parasites obligatoires tels qu'Erysiphe
graminis (MILLERD et SCOTT, 1955) et Puccinia graminis (SILVERMAN, 1960) mais
aussi pour des parasites facultatifs tel qu'Erwinia amylovora (GOODMAN et al.,
1974).

La biosynthése de sirodesmine PL, im vivo, est effective.
Nous avons pu caractériser dans des tissus nécrosés, c'est-@-dire au stade ul-
time de la maladie, la présence d'un composé possédant en couche mince sur gel
de silice les mémes caractéristiques que la sirodesmine PL. Nous avons &gale-
ment constaté la présence d'une substance réductrice, plus polaire que la
sirodesmine PL. Les trop faibles quantités de ce produit n'ont permis ni d'en
déterminer la structure ni d'en connaltre les propriétés biologiques. De ce
fait, son origine demeure hypothé&tique ; il pourrait s'agir du précurseur de
la toxine, en l'occurence la phomamide (FEREZOU et al.,1980), qui posséde des ca-
ractéristiques chromatographiques voisines ; mais nous pensons qu'il s'agit
plutdt d'un produit de dégradation, comme cela a déjd &té observé pour la
gliotoxine B (BREWER et TAYLOR, 1967). En effet, lors d'expériences destinées
3 connaitre les effets de la toxine sur des cultures de tissus aﬁimaux, on a
pu mettre en évidence la formation de composés réducteurs plus polaires
(FEREZOU, communication verbale). Les mécanismes de dégradation de la sirodes-

mine PL sont, & ce jour, totalement inconnus.

La chromatographie en phase liquide haute pression nous a
permis de confirmer la biosynthése, iZn vivo, de toxine. Cette technique fine
a également &té appliquée 3 la détection des toxines de Rhizoctonia solant
dans les plantes contaminées par le Champignon (BHUSHAN et al., 1980). Elle
présente, en 6utre, l'avantage de pouvoir quantifier cette synthésé: En faisant

abstraction de la substance réductrice polaire dont l'activité biologique n'a pu
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étre déterminée, nous avons calculé que la quantité de toxine produite est
comprise entre 1,2 ug et 1,9 ug par hypocotyle. Compte tenu de la sensibilité
des hypocotyles & la sirodesmine PL, il est trés vraisemblable que la toxine
contribue aux mécanismes de dégradation tissulaire engendrés par le Champignon.
Toutefois, il est fort improbable qu'elle en soit & l'origine. En effet,
lorsqu'elle est injectée dans la plante, cette molécule ne reproduit pas le
sympthe typique de la nécrose ; son action localisée se limite uniquement &
provoquer un déséquilibre osmotique des tissus éprouvés, accompagné d'une
perturbation du métabolisme anthocyanique chez le Chou rouge. Sur la

photo 7 nous avons comparé les effets de la toxine & ceux du Champignon.

Trois autres arguments nous laissent penser que le rdle

joué par la sirodesmine PL est effectivement secondaire ; ce sont :

- la non-spécificité d'action de ce produit envers les Cruciféres. Toutefois,
il faut remarquer gque tré&s peu de toxines présentent une grande spécificité
d'hdte ;

- l'absence de corrélation entre les potentialités de biosynthése de toxine et
l'agressivité du Champignon. Pour 'l'acide alternarique, un résultat semblable
a été obtenu (BRIAN et al., 1952), tandis que pour d'autres toxines, une rela-
tion étroite existe effectivement (HUSAIN et KELMAN, 1958 ; WARD et al., 1961 ;
HOITINK et al., 1966 ; JOHASON, 1969 ; SCHLOSSER, 1971 ; KERN, 1972 ; DORN,
1974 3 PATIL et al., 19Th) ;

- l'absence de relation entre la sensibilité variétale des Colzas et la
sensibilité & la toxine. Ce résultat n'est pas surprenant dans la mesure ol
une corrélation trés &troite entre la sensibilité 3 un Champignon et & une
toxine est la principale caractéristique des toxines spécifiques d'héte. Ce-
pendant, une telle corrélation a &té décrite pour des toxines non spécifiques,
en partieulier celles de Verticillium albo-atrwm (KEEN et al., 1972), et de

Fusar<ium monliforme (SCOTT et FUTRELL, 1970).

V. CONCLUSION

L'agent de la nécrose des hypocotyles de Cruciféres, Leptos-—
phaeria maculans forme imparfaite Phoma linguam, synthétise, in vitro et im
v1v0, une substance douée d'activités antibiotique, antivirale et phytotoxique,

la sirodesmine PL. L'ensemble des résultats acquis contribue 3 caractériser la
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sirodesmine PL comme une vivotoxine selon les critéres dé8finis par DIMOND et
WAGGONER et également comme une mycotoxine. En effet cette toxine, non spé-
cifique des Crucifires, est produite uniquement dans les plantes contaminées,

et a pu &tre caractérisée par différentes méthodes chromatographiques. Introdui-
te 3 1'état pur dans la plante, elle reproduit partiellement les symptOmes de la
maladie. Les quantitds produites, in vitro, par différentes souches n'étant pas
corrélatives de leur agressivité, on ne peut attribuer & la sirodesmine PL
qu'un role secondaire dans les mécanismes d'attaque du Champignon. Ceci est
d'autant plus vral que des Colzas résistants 3'ls maladie ne renferment pas de

géne de résistance & cette toxine.

Tout ceci nous conduit & rechercher l'existence d'une autre
forme d'action du Champignon, plus en rapport avec les événements qui se @é-

roulent dans les premiers temps de l'attaque parasitaire.
{




Photo 3 :

Photo 4 :

Photo 5 :

Mise en évidence des propriétés phytotoxiques d'un extrait organi-

que d'hypocotyles nécrosés (2 et 3) ; (1) hypocotyle témoin.

Effet de l'injection de méthanol (1), de 1 ug (2) et 10 ug (3)
de sirodesmine PL pure dans des hypocotyles de Chou rouge, & 20°C.

Comparaison, & 14°C, entre la sensibilité & la sirodesmine PL
d'hypocotyles des cultivars "R9", trés résistant & la maladie (R)
et "Expander", trés sensible (S).

R,-S, : hypocotyles témoin

R2-82 : effet de l'injection de 1 ug de toxine

R3-83 : effet de l'injection de 10 ug de toxine

Les injections ont &té pratiquées dans plusieurs régions des hypo-

cotyles.
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Photo 6 :
Effet, & 14°C, de 1'injection de 1 ug (1) et 5 ug (2) de sirodes-
mine PL sur des hypocotyles du cultivar trés sensible de Colza
"Expander".

@

Photo 7 :
Comparaison entre les effets du Champignon (1 et 2) et ceux de
la sirodesmine PL [10 ug (3) et 1 ug (4)] sur des hypocotyles
de Chou rouge.
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CHAPITRE Il : LES GLYCANASES DE PHOMA LINGUAM

I. INTRODUCTION

Les raisons qui nous ont amené 3 aborder cette &étude enzymolo-
gique découlent directement des observations effectufes en microscopie &lectro-
nique sur le mode q'envahissement des tissus de 1'hdte par le Champignon. Compte
tenu du rdle secondﬁire joué par la sirodesmine PL, la nécrose des hypocotyles
de Chou est trés vraisemblablement la résultante d'une action progressive du
mycélium sur les parois cellulaires de la plante. Notre premier objectif a con-
sisté & caractériser les glycanases sécrétées par le Champignon dans des
conditions de culture voisines de celles qu'il rencontre, iz situ. Puis, nous
avons orienté notre &tude vers les propriétés biologiques des filtrats de cul-
ture, ce qui nous a permis de déceler leur phytotoxicité et d'obtenir la repro-
duction du symptOme de la nécrose. Nous avons alors entrepris la purification
du (ou des) composé(s) phytotoxique(s) en cause, et nous avons recherché si ce
composé ne pouvait pas Stre identifig 3 1'une des enzymes caractérisdes aupa-

ravant.

Une caractéristique des agents phytopathogdnes autres que les
virus est leur capacité de produire un certain nombre d'enzymes capables de dé-

grader les polysaccharides complexes constituant les parois cellulaires végétales
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(BATEMAN et MILLAR, 1966 ; WOOD, 1967 ; ALBERSHEIM et al., 1969 ; WOOD, 1973)

et méme pour certains d'entre eux, la capacité & dégrader les constituants mem-
branaires du plasmalemme, (PORTER, 1966 ; TSENG et BATEMAN, 1968 ; TSENG et
MOUNT, 1974). La production et l'activité de ces enzymes dépendent beaucoup des
conditions d'environnement rencontrées par le parasite: de la nature du substrat,
du pH et des produits du catabolisme. La répression de la biosynthése des polyo-
sides-hydrolases par les sucres réducteurs est un phénoméne courant (KEEN et
HORTON, 1966 ; PATIL et DIMOND, 1968 ; BIEHN et DIMOND, 1971 ; SPALDING et

al., 1973 ; GOODENOUGH et KEMPTON, 1974 ; COOPER et WOOD, 1975). Ce phénoméne de
répression peut méme avoir une incidence sur le devenir de la maladie (HORSFALL
et DIMOND, 1957 ; HORTON et KEEN, 1966 ; KEEN et HORTON, 1966 ; PATIL et DIMOND,
1968 ; ZUCKER et HANKIN, 1971 ; BUGBEE, 1973).

Par»conséquent, comme pour les phytotoxines, le fait gqu'un agent
pathogéne produise de telles enzymes dans des conditions artificielles de cul-
ture ou dans les plantes malades ne constitue pas une veritable preuve, suffisan~ }
te pour leur attribuer un rdle pathogénique (HANCOCK, 1967). A cette fin, il
est indispensable d'apprécier & sa juste valeur l'efficience de ces biocataly-
seurs, ne serait-ce qu'en les confrontant, in vitro, avec un substrat tout &
fait approprié, en l'occurence une préparation de parois cellulaires de la plan-
te~hGte sensible (BATEMAN et al., 1969 ; ENGLISH et al., 1972, BATEMAN et al.,
1973 ; BACKER et al., 1977 ; DOUX-GAYAT et al., 1978). Il est également essen-
tiel de mettre en évidence, par des méthodes.cytologiques et biochimiques, les
altérations subies par les parois cellulaires dans les plantes infectées
(HANCOCK, 1967 ; LUMSDEN, 1969 ; BATEMAN, 1970 ; AURIOL, 1973).

Depuis longtemps, les enzymes pectolytiques font l'objet de
trés nombreuses investigations en raison méme de la place importante qu'occupent
les substances pectiques dans la composition de la lamelle moyenne et de la paroi
primaire, au sein de la structure tissulaire. Ces enzymes sont largement répan-
dues chez les microorganismes phytopathogénes. Dans la littérature, les articles

concernant soit leur production in vitro, soit leur rdle dans la maladie ou

encore leurs propriétés physico-chimiques lorsqu'elles sont purifiées, abondent.
Si pour certaines maladies il ne fait pas de doute que les enzymes pectolyti-
ques contribuent pour une grande part au déroulement du processus infectieux
(WO0D, 1960 ; HANCOCK et al., 1964 ; HANCOCK et MILLAR, 1966 ; BATEMAN et
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MILLAR, 1966 ; MULLEN et BATEMAN, 1971 ; CHAN et SACKSTON, 1972 ; FERRARIS et al.,
19Tk), dans d'autres cas, ce rdle est plutdt sujet 3 controverse. La meilleure
illustration en est fournie par les &tudes réalisées sur la verticilliose du
Coton, ol seule la sélection de mutants agressifs plus ou moins producteurs
d'enzymes a permis d'apporter des &léments de réponse valables 3 une suite

de contradictions (PUHALLA et HOWELL, 1975 ; HOWELL, 1976). Des travaux récents
sur des polygalacturonases ont conduit les auteurs i leur attribuer un rdle
dans les mécanismes de reconnaissance de 1'hdte (CERVONE et al., 1978 ;

FANELLI et al., 1978). En effet, ces enzymes existent sous de multiples for-
mes que l'on peut séparer par la technique d'électrofocalisation (FIELDING

et BYRDE, 1969 ; BATEMAN, 1972 ; PRESSEY et AVANTS, 1973 ; CERVORNE et al.,

1977 ; ARINZE et SMITH, 1979) ; certaines isoenzymes sont parfois caracté-
ristiques de la spécialisation étroite du microorganisme, c'est le cas pour

Rhizoetonia solani (SCALA et al., 1980).

IT. CARACTERISATION DES GLYCANASES PRODUITES, IN VITRO, EN PRE-
SENCE DE PAROIS CELLULAIRES

Les é€léments entrant dans la composition du milieu de culture

sont ceux utilisés pour le milieu destiné 3 la production de sirodesmine PL, &

l'exception de la source de glucides. Le glucose, utilisé précédemment, est rem-

placé par une préparation de parois cellulaires purifiées d'hypocotyles de Chou,

d raison de 5 g par litre de milieu ; nous avons choisi cette source alimentaire
particuliére dans le but de placer le Champignon dans des conditions se rapprochant
le plus de celles qu'il rencontre dans la plante. En effet, nous avons montré
précédemment (premidre partie, chapitre 3) que la colonisation de 1'hdte se fai-
sait pendant les premiers temps de l'infection uniquement par voie intercellulaire.
Pour souligner 1'importance de cet aspect, nous citerons l'exemple du Ceratocystis
ulmi, agent responsable de la maladie des Ormes, qui produit 200 fois plus de poly-
galacturonase et de cellulase lorsqu'on ajoute au milieu de culture une préparation
a4 base de pectine d'Orme (BIEHN et DIMOND, 1970) ou plus simplement de ls sciure

de bois d'Orme (BILODEAU, 1973).

Les parois sont préparées selon le protocole de NEVINS (NEVINS
et al., 1968). Les hypocotyles de plantules de Chou de 15 jours, cultivées 3 20°C,
sont récupérés et broyés dans un tampon phosphate mono-bipotassique 0;1 M &
pH 7,0, & 1'aide d'un broyeur de type "Ultra-turrax" (1 litre de tampon pour
100 g de poids frais d‘'hypocotyles). Le mélange est ensuite mis en agitation

pendant une heure, & basse température. Aprés 20 minutes de centrifugation &
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4000 t/mn, le surnageant est &liminé et le culot lavé deux fois par le tampon
puis une fois par de l'eau distillée, avant de subir un nouveau broyage, pen-
dant 5 minutes, dans le mélange chloroforme/méthanol (1/1, v/v). La préparation
est laissée 30 minutes dans le solvant, & 4°C, puis filtrée sur verre fritté.
Un lavage & 1'acétone constitue la dernidre étape du protocole de purification.
La préparation est séchée & 30°C sous un courant d'air ; ainsi traitée, elle

représente environ 1,7 % du poids frais d'hypocotyles.

Les cultures sont réalisées, 3 20°C et & 1l'obscurité, dans des
fioles de Roux renfermant chacune 0,5 g de préparation de parois pour 100 ml
de milieu. L'emploi de baguettes de verre n'est pas indispensable, car la pré-
paration suffit 3 fournir un bon support pour l'aération des filaments mycé-
liens. Au 68me jour, les cultures sont récupérées, filtrées sur verre fritté,
centrifugées pour éliminer les conidies et le surnageant est dialysé contre 100
volumes d'eau distillée froide pendant 16 heures. Les enzymes contenues dans
le filtrat dialysé sont caractérisées, & 30°C, & 1l'aide de substrats appropriés
en solution ou en solution-suspension dans différents tampons de molarité 0,2 M
de pH variable. Du dialysat bouilli 3 minutes & 100°C est utilis& pour les

essais témoin.

Pour chaque enzyme, nous avons déterminé le pH optimum d'ac-
tivité et pour certaines, l'influence de la concgntration en enzyme et en subs-
trat. Pour la connaissance de la valeur optimale du pH, différents tampons ont
été employés selon la gamme de pH 3 utiliser ; ainsi, pour des valeurs allant
de 3,5 & 5,0, de 5,5 & 7,0, de 7,5 & 9,0 et de 9,5 & 10,5 l'activité a été
évaluée respectivement dans un tampon acétate de sodium, acide citrique-phos-

phate de sodium bisodique, Tris-HCl et glycocolle-soude.

1) CARACTERISATION D'ENZYMES PECTINOLYTIQUES

Selon une classification proposée par BATEMAN et MILLAR (BATE-
MAN et MILLAR, 1966), les enzymes pectolytiques peuvent &tre classées :
- en hydrolases et en trans—éliminases selon que le mode de coupure s'effectue
par hydrolyse ou trans—élimination ;

- en polyméthylgalacturonases ou polygalacturonases et en pectine trans-€liminases
ou pectate trans-éliminasesd'aprds la spécificit@ pour le substrat : en l'occu-
rence des pectines méthylées ou des acides pectiques faiblement méthylés ;
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- en exoenzymes et endoenzymes, selon que l'enzyme attaque les chalnes pectiques
par récurrence (forme exo) ou par clivage en petits chafnons (forme endo).

a) mise en &vidence d'une polyméthylgalacturonase

La propriété qu'a cette enzyme de diminuer la viscosité d'une
solution de pectine de citron a &té mise 3 profit pour sa caractérisation 5 5 ml
de solution de pectine de citron (SIGMA) & 1 % dans un tampon acétate de sodium
0,2 M de pH 5,0 sont mélangés dans un viscosimétre & 5 ml de dialysat. Une
goutte de toluéne est ajoutée comme agent bactériostatique. Des mesures succes-
sives de temps d'écoulement sont effectudes et le résultat final est exprimé
en pourcentage de réduction de viscosité, calculé d'aprés la formule suivante :

$§ : gz x 100 dans laquelle To, Tt et TA représentent respectivement le temps

d'écoulement
- du mélange témoin dans lequel 1'enzyme est inactivée (To) ;
- du mélange réactionnel au temps t (Tt) ;

- du tampon acétate (TA).

La représentation graphique de l'activité se trouve dans le
graphique 14 oll nous avons également reporté 1l'influence du pH. L'enzyme pré-

sente une activité maximale & pH 4,6 dans le tampon acétate.

Graphique 14 : Mise en euidence de L'activité polymithylgalacturonase
et angluence du pH sun La vitesse de ndaction.
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La forme endo de l'enzyme se distingue aisément de la forme
exo par la mesure du pouvoir réducteur apparu dans le mélange réactionnel lors-
gque la viscosité de la solution est réduite de 50 %. En effet, & ce stade de
1'hydrolyse, l'endoenzyme ne libére que 0,5 % & 3 % de groupements réducteurs
(NAGEL et VAUGH, 1961) contre 20 % & 25 % pour 1l'exoenzyme (Mc MILLAN et al.,

1964 ).

Lorsque la diminution de viscosité du mélange atteint 50 %, la
réaction enzymatique est arrétée par 2,5 volumes d'éthanol & 95° ; le gel qui
se forme est éliminé par centrifugation, la solution alcoolique est &vaporée
3 sec et le résidu est repris par 10 ml d'eau distillée. Le pouvoir réducteur de
la solution aqueuse est mesuré par la méthode colorimétrique d 1l'arsénomolybdate
d'ammonium de NELSON (NELSON, 194L4) modifiée par SOMOGYI (SOMOGYI, 1952) et éva-
1lué par rapport a& une courbe étalon d'acide o~D monogalacturonique. Le nombre
de groupements réducteurs libérés calculé représente 1,6 % du substrat, 1'enzyme

est donc une endopolyméthylgalacturonase.

b) mise en évidence d'une pectine trans-—éliminase

Cette enzyme posséde la propriété de couper les liaisons

o-1,4 en provoquant la formation d'une double liaison entre les carbones U4 et 5
des résidus galacturoniques, par suite d'une déshydratation intramoléculaire.
Le produit formé &tant insaturé, on peut le doser soit en lumiére ultraviolette
3 230 nm (ALBERSHEIM et al., 1960), soit par une méthode colorimétrique appropriée
(WEISSBACH et HURWITZ, 1959). Le principe est le suivant : le composé insaturé
s'isomérise en acide 4 déoxy-5 ceto—uronzque(PREISS et ASHWELL, 1963) ; 1' oxydatlﬂ
periodique de ce produit fournit un composé caracterlsthue, le B-formyl pyruvate
qui réagit avec l'acide thiobarbiturique pour former aprés chauffage, un chromo-

phore rouge absorbant & 548 nm.

Les deux méthodes ont été employées pour caractériser 1l'enzyme
aprés différents temps d4'incubation. Les résultats sont exprimés soit en densi-
té optique lorsque la mesure est effectuée & 230 nm, soit en nanomoles de
B-formyl-pyruvate formées par millilitre sachant que 10 nmoles de ce composé donnj
une densité optique de 0,290 & 548 nm (PREISS et ASHWELL, 1963).

La réactiqn enzymatique se dércule en présence ou non d'ions
calcium qui manifestent, en général, un net effet activateur ; une solution de
pectine de citron & 1 % dans un tampon Tris/HC1 0,2 M pH 8,5 constitue le subs~-

trat. Le milieu réactionnel comprend :
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ml de solution enzymatigue
ml de substrat
mi Tris-HC1 0,2 M, pH 8,5

ou

25 ml de solution enzymatique

25 ml de substrat

40 ml Tris-HC1 0,2 M, pH 8,5

T ml de CaClZ, 2H20, 0,01 M

L'influence du pH sur la réaction enzymatique a &té &évaluée

& 230 nm, en présence d'ions calcium, aprés un temps de réaction de 30 minutes.

Les résultats reportés dans le graphique 15 montrent une répon-
se différente selon la méthode utilisée. Mesurée 3 230 nm, l'activité de 1l'en-
zyme paralt étroitement dépendante de la présence d'ions-calecium, alors qu'a
548 nm, on peut la mettre en évidence sans effecteur ; on ne peut trouver d4d'ex-
plication que dans une plus grande sensibilité de la seconde méthode. Comme dans
la majorité des cas, la vitesse de réaction est nettement accrue sous 1'influen-
ce des ions calcium et présente une valeur maximale dans un tampon Tris/HCl &

pH 8,8 ; pour des valeurs inférieures & 7,5 l'enzyme n'agit pas.

L'influence de la concentration en substrat et en enzyme a été
également analysée, cette fois en 1l'absence de calciﬁm et par la méthode de
WEISSBACH et HURWITZ. Dans le premier cas, on fait agir le filtrat sur diverses
concentrations de pectine de citron en solution dans du tampon Tris/HCl 0,2 M
pH 8,8, pendant 1 heure & 30°C. La réaction est indépendante de la concentra-

tion en substrat pour des valeurs supérieures a 0,5 %.

Dans le second cas, la concentration du substrat est de 0,5 %,
les différentes concentrations en enzyme &tant obtenues par dilution du filtrat ;
le temps de réaction reste le méme. Il y a saturation de 1'enzyme pour chaque

concentration (graphique 15 ).

Par un mode de révélation basé sur le méme principe que la
méthode de dosage de WEISSBACH et HURWITZ, on peut caractériser spécifiquement
le produit de la réaction en éhromatographie (WARREN, 1960). Pour cela, on pré-
cipite le substrat par 2,5 volumes d'éthanol 3 95°, on centrifuge et on évapore
8 sec la solutiom alcoolique. Le résidu est repris par 100 pl d'eau distillée ;
10 ul sont chromatographiés sur du papier Whatman n® 1 dans le mélange solvant
méthanol/acide formique/eau (8:13/7, v/v/v). Aprés séchage, on pulvérise succes-

sivement sur le chromatogramme :
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- une solution agueuse de periodate de sodium 0,02 M (on laisse agir 15 minutes) ;

- un mélange éthyléne-glycol/acétone/acide sulfurique concentré (50/50/0,3,
v/v/v) (on laisse agir 10 minutes) ;

- une solution aqueuse & 6 % d'acide thiobarbiturique.

Un chauffage & 100°C d'une durée de 5 minutes fait apparaitre
une tache rouge ayant un Rf de 0,76. On n'obtient aucune révélation avec un

témoin acide a~-D-monogalacturonique.

Cette méthode chromatographique permet de confirmer 1'exis-
tence d'une pectine trans-€liminase dans le filtrat de culture.

c) essai de mise en &vidence d'une pectineméthylestérase

Cette enzyme catalysant la libération de méthanol 3 partir des
esters méthyliques des chaines pectigues, on dose par titrimétrie les fonctions
carboxyliques apparues. la méthode que nous avons employée est inspirée de celle
de KERTESZ (KERTESZ, 1955). A 5 ml de dialysat, on ajoute 5ml d'une solution
de pectine de citron (méthylée & 70 %) renfermant du chlorure de sodium 0,1 M
et dont le pH a été amené & 5,0 et & 7,0 par addition de soude. Toutes les
30 minutes, pendant L heures, le pH du mélange est mesuré au pH métre et ramené

& sa valeur initiale avec de la soude 0,02 M.

Y
-~

Les valeurs des essals sont toujours restées égales & celles
des témoins renfermant de la solution enzymatique bouillie, par conséquent le

filtrat ne contient pas de pectineméthylestérase.

2) CARACTERISATION D'ENZYMES CELLULOLYTIQUES

Quelques Champignons, notamment Trichoderma viride, Myrothecium
verrucaria, Botryodiplodia theobromae, dégradent les fibres de cellulose gréce
a4 un complexe enzymatique comprenant deux sortes de cellulases, les cellulases
de type C, et C_ (REESE, 1956). Les premiéres scindent les fibres de cellulo-
se en fibres de petite taille. Les secondes transforment les fibrilles en
produits solubles et finalement en glucose (HALLIWELL, 1966 ; SELBY et
MAITLAND, 1967 ; UMEZURIKE, 1970 ; HALLIWELL et MOHAMED, 1971). Récemment, une
carboxyméthyl trans-é&liminase a été pour la premidre fois caractérisée (ARUN
NEHEMIAH, 1978).
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a) essai de caractérisation d'une cellulase de type C, :

Cing millilitres de dialysat sont ajoutés & 5 millilitres de
tampon de Mac Ilvaine (acide citrique-phosphate bisodique) 0,2 M de pH 5,0
ou 7,0, renfermant 20 mg de poudre de cellulose Whatman CF11 ou de coton
hydrophile et du merthiolate 0,002 M comme agent bactériostatique ; le tout est
mis & incuber 3 jours & 30°C. La dégradation du substrat insoluble est mise
en évidence, entre autres (SOBOTKA, 1974) par l'apparition d'un pouvoir réduc-

teur dans le milieu d'incubation, d & la libération de glucose.

Dans notre cas, aucun pouvoir réducteur n'apparalt au bout de

3 jours. Le Champignon ne produit donc pas de cellulase de type Cy.

b) mise en &vidence d'une carboxyméthylcellulase :

Cette activité se caractérise et se mesure soit par viscosimé-
trie, soit par dosage des groupements réducteurs libérés ; 5 ml 4'une solution
de carboxyméthylcellulose (SIGMA) & 1 % dans du tampon de Mac Ilvaine 0,2 M &
PH 5,0 sont introduits dans un viscosimétre et mélangés 3 5 ml de dialyéat,
avec une goutte de toluéne. La mesure de l'activité enzymatique et 1'expres-
sion du résultat se font de la méme maniére que pour la polyméthylgalacturo-
nase. La perte de viscosité de la solution de carboxyméthylcellulose est la
preuve que le Champignon produit une cellulase de type carboxyméthylcellulase.
L'enzyme présente une activité maximale 3 pH 6,0 ; les courbes d'activité sont
regroupées dans le graphigue 16 .

Graphique 16 : Mise en Evidence de L£'activité carboxymithylcellud
el Anfluence du pH sun La vitesse de n2action.
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3) CARACTERISATION D'HEMICELLULASES

Oﬁ désigne par hémicellulases toutes les polyosides-hydrola-
ses qui dégradent les divers polysaccharides neutres, autres que la cellulose,
rentrant dans la constitution de la paroi primsire. Le principe consiste &
faire agir 0,5 ml de dialysat avec 0,5 ml d'une solution ou d'une solution-
suspension de substrat & 1 % dans du tampon de Mac Ilvaine 0,2 M & pH 6,0 et
de mesurer dans le temps l'augmentation du pouvoir réducteur par la méthode
de NELSON-SOMOGYI, en l'évaluant par rapport & une courbe &talon du monomére
correspondant. Les substrats que nous nous sommes procuré dans le commerce sont -
du xylane (SIGMA), de la laminarine (B-1,3 glycane) (K.L.L.), du galactane
(N.B.C.), du mannane (SIGMA), de l'arabinogalactane (SIGMA) et de l'arabane

(sIGMA).

Le filtrat dialysé provogque uniquement la dégradation du xylane
et de la laminarine ; aucune activité concernant les 4 autres substrats n'a pu
8tre decelée, méme en prolongeant le temps d'incubation. La xylanase et la lami-
narinase présentent une activité maximale, déterminée aprés 30 minutes d'incu-

-~

bation, respectivement 3 pH 6,2 et & pH 6,0.

L'influence de la concentration en substrat et en enzyme sur
la vitesse de réaction a été également précisée. Le temps de réaction est de
30 minutes. Dans chaque cas :

- la réaction est indépendante de la concentration en substrat pour des valeurs
supérieures & 1 % ;

= l'enzyme reste toujours saturée quelle que soit sa concentration.

L'ensemble des courbes est regroupé dans les graphiques 17 et 18 .

En résumé, lorsque Phoma linguam est mis en présence de parois
cellulaires, il produit des enzymes capables de dégrader des substrats de nature
pectique, cellulosique et h&micellulosique. Les conditions de culture étant voi-
sines de celles qu'il rencontre dans la plante pendant les premiers jours de
l'infectign, il est important de comnaitre, im vitro, 1l'évolution de la synthé-
se de ces, différents tiocatalyseurs, essentiellement pour savoir si certains sont
produits plus rapidement que d'autres. Les enzymes dont la synthdse est précoce
sont en effet susceptibles de jouer un rdle plus déterminant dans l'initiation de
la dégradation des parois de 1'hdte contaminé que celles produites plus tardive-

ment.
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Graphique 17 : Ingluence de différents gacteuns sur La vitesse
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III. CINETIQUE DE PRODUCTION, Iw vITRO, DES DIFFERENTES GLYCANASES
EN PRESENCE DE PAROIS CELLULAIRES

A partir du 3éme jour de culture et pendant 12 Jours, nous
avons suivi quotidiennement la production des enzymes caractérisées précédemment.
Les cultures sont réalisées en Erlen-Meyer de 300 ml renfermant chacun 20 mi
de milieu synthétique et 100 mg de parois, & 20°C et & l'obscurité ; les fil-
trats sont ensuite recueillis par filtration sur verre fritté, centrifugés et
dialysés. Les résultats sont exprimés en unités d'activité enzymatique relati-
ve que nous définirons avant de comparer les délais de production des différen-

tes enzymes.

1) DEFINITION DES UNITES D'ACTIVITE RELATIVE

a) activité polyméthylgalacturonase et carboxyméthylcellulase :
Par la méthode de dosage viscosimétrique, l'unité d'activité

T x 100, dans laquelle t50

P P . s 0 . . .
représente le temps nécessaire, & 30°C, pour obtengr 50 % de réduction de vis~

s'exprime communément par la formule suivante :

cosité du mélange, l'essai comprenant 5 ml de solution enzymatique et :

- soit 5 ml de solution de pectine de citron & 1 % dans du tampon acétate
0,2 M de pH 4,6 ;

- soit 5 ml de solution de carboxyméthylcellulose & 1 % dans du tampon Mc Il-
vaine 0,2 M de pH 6,0.
Les valeurs ont été ramenées, dans les deux cas, & 1 milli-

litre.

b) activité pectine-trans—éliminase :
' En employent la méthode colorimétrique de WEISSBACH et
HURWITZ, l'unité d'activité représente la quantité d'enzyme qui provoque, &
30°C, la formation de 1 nanomole de B-formylpyruvate, & 548 nm, par minute et
par millilitre, dans un essai renfermant 0,25 ml de solution enzymatique, 0,25
ml de pectine de citron 2 0,5 % dans un tampon Tris/HCl 0,2 M de pH 8,8 et 0,5 ml
du tampon de pH 8,8. L'essai dure 60 minutes ; les quantités de B-formylpyruva-

te sont calculées de la méme fagon que celle décrite auparavant.
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¢) activité xylanase et laminarinase :

L'unité d'activité représente la gquantité d'enzyme nécessaire
pour libérer, & 30°C, 1 nanomole de xylose ou de glucose, par minute et par
millilitre, dans un essai d'une durée de 30 minutes, comprenant :

- 0,5 ml de solution enzymatique et :

- soit 0,5 ml d'une solution-suspension de xylane & 1 % dans un tampon de
Mec Ilvaine 0,2 M, pH 6,2 ;

- soit 0,5 ml d'une solution de laminarine & 1 % dans du tampon de Mc Tlvaine
0,2 M, pH 6,0.
Pérallélement, les protéines des filtrats sont dosées par la

méthode de LOWRY (LOWRY et al., 1951) par rapport & une courbe &talon de sé&-
rum—~albumine de boeuf (SIGMA).

2) RESULTATS

Les différentes &volutions sont représentées dans le gra-
phique 19 . La premiére enzyme émise d8s le lLéme jour de culture est la xyla-
nase ; les autres activités n'apparaissent que plus tardivement, aﬁ bout de T 3
8 jours. A partir du 88me jour, l'activité pectine trans-&liminase diminue pro-
gressivement, alors que la production de carboxyméthylcellulase et de polymé-
thylgalacturonase reste relativement constante. L'émission de laminarinase n'a
lieu qu'au Léme jour et, aprés avoir légérement diminué au 9éme jour, elle aug-
mente progressivement et fortement en fin d'essai. Dans 1l'ensemble, l'&volution
des différentes activités ne concorde pas trds bien avec la variation des protéi-
nes totales présentes dans les filtrats. Aprés avoir caractérisé la production
séquentielle des diverses glycanases émises dans le filtrat de culture, nous nous

proposons d'examiner les effets biologiques de ce filtrat sur des hypocotyles
de Chou.
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Graphique 19 : Evolution de La biosynthese des difgérentes
- glycanases prodiites en przsence de parois ceblubaines.
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IV. PROPRIETES BIOLOGIQUES DU FILTRAT DE CULTURE DE PHOMA LINGUAM,
OBTENU EN PRESENCE DE PAROIS CELLULAIRES

1) MISE EN EVIDENCE

Il nous a paru trés intéressant de déterminer si le substrat
particulier que constituent les parois cellulaires d'hypocotyles n'induit pas
chez le Champignon, la synthésé de nouvelles molécules, &ventuellement les glyca-
nases, susceptibles de provoguer dans la plante-hSte des désordres biochimigues

profonds et différents de ceux de la sirodesmine PL.

Le filtrat d'une culture de 6 jours du Champignon, réalisée
dans une fiole de Roux en présence de parois cellulaires, est filtré sur
verre fritté et centrifugé ; le surnageant est rendu totalement acellulaire par
une nouvelle filtration sur filtre Millipore 0,45 u, puis dialysé contre 100
volumes d'eau distillée froide. Le filtrat dialysé est alors concentré, & 4°C,
dans un appareil & ultrafiltration "Amicon" sur membrane PM 10 et lyophilisé.

Au préalable, les protéines contenues dans la solution concentrée sont dosées.

Le résidu lyophilisé est remis en solution par un volume d'eau
distillée froide calculé de telle fagon que la concentration finale en protéines
soit de 5 ug/ul ; O,4 Yl (soit 2 ug de protéines) sont injectés dans des hypoco-
tyles de Chou de 3 semaines et les plantules sont laissées 3 20°C. Paralldle-
ment, nous avons constitué deux lots témoin : un premier dans lequel nous avons
évalué les effets de 1l'injection de la solution, aprds l'avoir faite bouillir
trois minutes au bain-marie 3 100°C, et un second ol de la solution de sérum-

albumine de boeuf & 5 ug/Wwl a été injectée.

Quatre 2 cing jours aprés l'infection, les premiers effets
toxiques du filtrat se manifestent sous l'aspect d'un bleuissement caractéris-
tique de la région éprouvée, accompagné d'un léger amincissement. Le symptdme
évolue ensuite d'une fagon rigoureusement analogue & ce que 1'on observe en
contaminant les hypocotyles par le Champignon. L'amincissement s'accentue et
s'étend progressivement 3 1l'ensemble des hypocotyles. A un stade ultime,
1l'hypocotyle, considérablement desséché, prena une teine brunidtre, le col-
let se rompt, entralnant le flétrissement des organes foliaires et la mort de

la plantule. Dans le lot témoin, aucune perturbation de ce genre ne s'observe.
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Nous avons cherché 3 déterminer les concentrations limites
‘pour lesquelles ces effets pouvalient encore s'exercer en injectant du filtrat
de plus en plus dilué ; nous avons toujours constaté que de trés faibles quan-—
tités de protéines allant jusqu'd 20 ng induisaient des symptOmes ; toutefois,
l'effet toxique est considérablement atténué et ne porte pas préjudice & la
plante, méme longtemps aprés l'injection. En général, il faut introduire des
gquantités de protéines supérieures ou égales & 0,5 ug pour provoguer chez le

Chou une nécrose profonde et léthale.

Le filtrat d'une culture de Phoma linguam, réalisée en présen-
ce de parois cellulaires d'hypocotyles de Chou, posséde donc la propriété 4'in-
duire le symptOme typique de la nécrose. Le (ou les) composé(s) phytotoxique(s)
est thermolabile et posséde une masse moléculaire supérieure & 10 000 puisqu'il
n'est pas éliminé par ultrafiltration sur membrane PM 10. Par conséquent, ce
composé phytotoxique est autre que la sirodesmine PL dont la masse moléculaire
est de U486. Du reste, cette dermidre molécule n'a pu 8tre caractérisée en chro-
matographie sur couche mince & partir d'un extrait chloroformique du filtrat
de culture ; par conséquent, dans ces nouvelles conditions de culture, la si-
rodesmine PL n'est pas produite ou l'est en quantités infinitésimales, la ren-

dant trés difficilement décelable.

2) MISE AU POINT D'UN TEST D'ACTIVITE BIOLOGIQUE

Compte tenu des effets phytotoxiques particuliérement intéres-
sants, nous avons caract@risé davantage la nature du composé responsable et
tenté de l'identifier. A cette fin, nous avons mis au point un test d'activité
biologique plus sensible que celui par injection et présentant, en outre, l'a-—
vantage d'offrir une bonne proportionnalité entre les quantités de toxine en
présence et leurs effets biologiques. Ce test consiste & sectionner des hypoco—
tyles de plantules de Chou agées de 10 jours juste sous le noeud cotylédonaire
et & déposer sur la section 1 ul de solution active concentrée ; les effets se
produisent rapidement en provoquant le desséchement de la région supérieure
de 1l'hypocotyle sectionné. Il suffit ensuite de mesurer la longueur du seg-

ment d'hypocotyle aminci, ceci 96 heures aprés le dépdt ; le test se déroule
i 20°c.
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Le test par trempage, dans le filtrat de culture, de plantu-
les sectionnées au collet, test couramment utilisé en matiére de toxine, ne
donne aucun résultat ; le filtrat dialysé doit &tre concen%ré 10 fois par
ultrafiltration pour que l'on obtienne l'amincissement de la région inférieure
de 1l'hypocotyle, le flétrissement des cotylédons, mais aussi la diffusion des
anthocyanes dans le milieu qui prend ainsi une teinte rosée, phénoméne que 1l'on

n'observait pas avec la sirodesmine PL.

V. VERIFICATION DE LA NATURE INDUCTIBLE QU CONSTITUTIVE DU COMPO-
SE PHYTOTOXIQUE

Afin de savoir si la biosynthése du composé phytotoxique est
induite par les parois cellulaires ou simplement constitutive, nous avons subs-
titué soit du glucose soit du xylose 3 la préparation de parois cellulaires, la
concentration restant &gale & 0,5 %. L'activité biologique des filtrats de cul-
ture concentrés, déterminée par injection de 2 ug de protéines dans les hypoco-
tyles de Chou, se révéle positive pour les deux sources de glucides. Par consé-
quent, cette vérification apporte la démonstration de la nature constitutive

du composé phytotoxique.

VI. EFFETS D'AGENTS DENATURANTS DES PROTEINES SUR L'ACTIVITE PHYTO-
TOXIQUE DU FILTRAT

En raison de la taille de sa molécule et de son inactivation &
100°C, nous avons vérifié si nous n'étions pas en présence d'un composé phyto-
toxique de nature peptidique ; pour cela, nous lui avons fait subir l'action de
deux agents dénaturants des protéines : la chaleur, mais 3 une température plus
basse qu'd 1'ébullition et une enzyme protéolytique, la papaine, choisie pour

sa trés faible spécificdité d'action.
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1) ACTION DE LA CHALEUR

[

L'effet d'un chauffage plus modéré qu'd 100°C est déterminé.

Le filtrat provenant d'une fiole de culture est traité de la
méme fagon que précédemment et concentré au maximum par ultrafiltration ; la
membrane PM 10 est lavée avec 3 ml d'eau distillée froide pour remettre en so-
lution les protéines retenues. La solution est ensuite introduite dans un tube
3 essai qui est placé dans un bain~marie & 70°C ; au préalable, 100 Yl ont &été
prélevés pour l'essai témoin. Toutes les 5 minutes, pendant une demi-heure, une

aliquote est pipetée, refroidie et testée biologiquement.

Ainsi, nous avons déterminé qu'un chauffage d'une durée gde

5 minutes & 70°C suffit & inhiber totalement l'activité phytotoxique.

2) ACTION D'UNE ENZYME PROTEOLYTIQUE

, Dix milligrammes de résidu lyophilisé d'un filtrat de culture
concentré sont remis en solution dans 4,4 ml de tampon acétate 0,2 M, pH 5,0
auxquels on ajoute 0,1 ml de solution de papaine (SIGMA, type IV) & 2,2 mg/ml
dans le méme tampon et 0,5 ml d'une solution de merthiolate 10™3 M. Le mélange
est mis 3 incuber 16 heures 3 30°C, puis dialysé et lyophilisé. La dialyse est
indispensable pour éviter toute interférence du tampon sur l'activité biclogi-
que. Deux t8moins sont réalisés dans cette expérience, 1l'un ne renfermant pas
de papaine, l'autre ne contenant que l'enzyme protéolytique. Ces témoins sont

traités de la méme fagon que le mélange.

Chaque résidu est repris par le méme volume d'eau distillée
froide permettant d'obtenir, pour l'essai enzymatique et le témoin sans papalne,
une concentration finale en protéines de 2 ug/ ul ; ce volume est calculé d'a-
prés la quantité initiale de protéines contenues dans les 10 mg de filtrat de
culture lyophilisé. Dans les conditions de l'essai, l'action de la papalne
provoque une diminution de 90 % de l'activité phytotoxique. Dans chacun des 3
cas, les valeurs moyennes des longueurs de segments amincis sont les suivantes :

~ essal avec papaine..........3,6 mm
- témoin papaine seule........2,1 mm
- témoin sans papaine........13 mm
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Pour toutes les mesures, les longueurs ont &té déterminées 3 la

loupe binoculaire avec un micrométre oculaire.

Ces résultats nous amdnent 3 conclure gque le composé phytoto-

xique est particuliérement thermolabile et effectivement de nature peptidique.

VII. FRACTIONNEMENT DU FILTRAT DE CULTURE PHYTOTOXIQUE SUR UN
GEL SEPHADEX G-100

La technique de chromatographie par gel filtration permet, en
réalisant un tamisage moléculaire, de séparer les différents constituants d'un
mélange d'aprés leur masse moléculaire. Dans notre cas, l'emploi de cette tech-
nique présente un double avantage : savoir si l'activité phytotoxique est attri-

buable & un ou plusieurs composés et déterminer leur masse moléculaire.

1) PRINCIPE

Une colonne & chromatographie (L.K.B. 2137) de 2,6 cm de dia-
métre est remplie jusqu'd une hauteur de 51 cm d'un gel Sephadex G-100,
10-40 p, 8quilibré avec un tampon phosphate de potassium mono-bipotassique
0,05 M, pH 7,0 renfermant du KC1 0,1 M. Le filtrat lyophilisé provenant de
2 fioles de culture (1 g de parois) est repris par 3 ml du tampon phosphate ;
la solution est centrifugée pour &liminer les résidus insolubles puis chromato-
graphiée. L'élution est réalisée avec le tampon d'@quilibration, la vitesse &tant
fixée 4 15 ml/h 4 1'aide d'une pompe péristaltique 3 vitesse variable "Perpex" ;
20 fractions de 10 ml sont collectées au moyen d'un collecteur de fractions.
Toutes ces opérations sont réalisées 3 basse température. Le diagramme d4'&lu-
tion des protéines du filtrat est &tabli en mesurant chaque fraction au spec—-
trophotométre 3 280 nm. Du bleu dextran a été &galement employé pour déterminer

le volume mort de la colonne.
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Pour déterminer l'activité biologique des fractions, 2 ml

sont prélevés dans chaque tube, dialysés contre de 1l'eau distillée et lyophili-
sés dans des tubes i hémolyse ; les résidus sont repris par 25 Wl d'eau distil-

lée et testéds bioclogiquement au moyen du test par décapitation.

2) RESULTATS
Comme le représente le diagramme d'8lution (graphique 20 ),

1l'activité phytotoxique se trouve répartie dans les fractioms 13 & 17, la va-
leur meximale dtant obtenue pour un volume d'élution de 140 ml. Le profil 4'élu-
tion permet de penser qu'un seul composé ou plusieurs de masse moléculaire trés

voisine sont en cause ; les protéines se résolvent en deux zones, l'une d'elles

contenant l'activité phytotoxique.
Graphique 20 : Fractionnement sur gel Sephadex G100 "Super-
totoxique obtenu en présence

§Zha" d'un fltrnat de culture ph%
2 parois cellulaines d'hypocotyles de Chou._
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La masse moléculaire des protéines contenues dans la fraction
la plus phytotoxique (la fraction 1L4) a &té estimée d'aprés une courbe &talon
établie, dans les mémes conditions opératoires, avec de la sérum—albumine de
boeuf (M=67 000) (SIGMA), de l'ovalbumine (M=iS 000) (SIGMA) et du cytochrome C
de coeur de cheval (M=12 L400) (SIGMA). D'aprés cette courbe &talon qui est re-
portée dans le graphique 21 , on peut estimer & 42 700 + 5 200 la masse molécu-

laire des protéines €lufes avec 140 + 5 ml de tampon.

Graphique 21 : Estimation de La masse moléculaine des protéines
contenues dand La graction phytotoxique 14.
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VIII. PURIFICATION DU COMPOSE PHYTOTOXIQUE

La phytotoxicité des filtrats de cultures réalisées en présen-—

ce de parois cellulaires &tant due vraisemblablement 3 une seule protéine de
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masse moléculaire voisine de 42 70O, nous avons mis au point un protocole de
purification destiné & isoler cette molécule en vue de la caractériser. Toutes

les étapes de purification qui seront décrites ci-aprds se déroulent 3 +4°C.

L'obtention de grandes quantités de parois cellulaires d'hypo-
cotyles de Chou comme substrat de culture du Champignon a constitué un sérieux
obstacle pour récupérer suffisamment d'activité phytotoxique, la taille des hy-
pocotyles de plantules de Chou de 15 jours &tant particulildrement petite. Les
Choux sont cultivés en phytotrons, & 20°C.

La premiére &tape de purification consiste en une chromatographie
50 (PHARMACIA) équilibrée avec un
tampon Tris/HCl 0,05 M de pH 7,6, dans une colonne de 2,6 cm de diamétre et
15 cm de haut.

par échanges d'ions avec une DEAE Sephadex A

Le filtrat de 5 fioles de culture, filtré et centrifugé préa-
lablement, est concentré@ par ultrafiltration jusqu'éd envirom 10 ml ; le volume
est ensuite amené & 100 ml avec le tampon d'équilibration et chromatographié sur
1l'échangeur. La vitesse de débit est fixfe 3 6 ml/heure. Aprés passage de la
totalité de la solution, l'échangeur est lavé avec 200 ml du tampon, & la méme
vitesse ; les composés fix8&s sont ensuite &lués par 150 ml d'un gradient con-—
tinu en NaCl 0-0,3 M dans le méme tampon. La vitesse d'#élution reste inchangée
et 20 fractions de 7,5 ml sont collectées ; cette opération terminée, 200 ml

de tampon contenant du NaCl 0,5 M sont passés sur la colonne.

Le profil du gradient continu en NaCl est &tabli en mesurant

chaque fraction par réfractométrie”, les protéines sont dosées 3 280 nm.

L'effluent ainsi que le tampon de lavage enrichi en NaCl sont
concentrés par ultrafiltration, dialysés contre un grand volume d'eau distillée
et lyophilisés ; pour chaque fraction du gradient, 2 ml sont &galement dialysés
et lyophilisés. Les résidus sont repris par 25 ul d'eau froide et testés bio-

logiquement.

On ne détecte aucun effet toxique pour l'effluent, ni pour la
solution finale de lavage. L'activit® biologique est essentiellement retrouvée
dans les fractions 1 et 15 du gradient d'élution (graphique 22 ) et par consé-
quent se trouve &luée dans nos_conditions opératoires pour une concentration en
NaCl voisine de 0,045 M.

* Nous nremencions MeLe MARTINAGE de £'Institut du Cancer pour 40n concounrs.
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La valeur du pH est trds importante pour la fixation du composé

soit un tampon acétate de sodium 0,05 M de pH 5,0, soit un tampon citrate-

phosphate de méme molarité de pH 6,5.

lyophilis&es ; le résidu est repris par 3 ml d'une solution d'ampholine pour
€tre soumis dans une seconde &tape, 3 une &lectrofocalisation préparative sur
couche épaisse d'Ultrodex (L.K.B.), dans une gamme large de pH 3,5-10 selon
une technique décrite par RADOLA, en 1970. L'échantillon est déposé avec un

Les fractions 14 et 15 sont ensuite combinées, dialysées et

'échangeur ; en effet, celui-ci n'est pas retenu quand on emploie

applicateur aprés que l'on ait concentré le gel pendant deux heures i température
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ambiante. Les opérations somt réalisées & l'aide d'un appareil Multiphor

(L.K.B. 2117) et & puissance constante gréce & une alimentation stabilisée
(L.K.B. 2103). Aprés un temps de migration de 16 heures, le gel est découpé€ en
30 bandes de largeur égale au moyen d'une grille de fractionnement. Chaque frac-
tion est recueillie 3 la spatule dans un entonnoir obstrué par du nylon et

élude par 5 ml d'eau distillée. Les &luats sont ajustés ensuite & 5 ml dans une
éprouvette de précision de 10 ml ; le profil du gradient de pH est établi en

mesurant chaque fraction au pH métre et les protéines sont dosées 3 280 nm.

L'activité biologique de chaque fraction est mesurée aprés
dialyse et lyophilisation de 1,5 ml d'éluat, les résidus étant repris par
25 ul d'eau distillée.

Les résultats sont représentés dans le graphique 23° ; 6 frac-
tions se révélent phytotoxiques dont une nettement plus que les 5 autres, la
fraction 14 correspondant & un pic étroit de protéine dont le point isoélec-
trique est de 5,65.

Graphique 23 : Electrofocalisation en couche paisse d'ULtrodex

dans une gamme Lange de pH (3,5-10) des gractions phytotoxiques

14 et 15 obtenues apr2s chromatoghaphie sur DEAE Ag, du §Llinat
de culture phytotoxique.
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L'homogénéité de cette protéine est vérifiée par électrophorsdse
sur disques de gel de polyacrYlamide 8 7,5 % ; le tampon de migration est du
Tris/Glycocolle pH 8,3 ; une intensité de 2 m A est appliquée 3 chaque tube et
du bleu de bromophénol est utilisé pour &tablir le front de migration. Les pro-
téines sont ensuite colorées au bleu de Comassie R250. La coloration ne révéle

qu'une seule bande de protéine assez diffuse.

Aprés dialyse, 0,5 ml de la solution de protéine sont mis en
présence des substrats tamponnés correspondant aux différentes glycanases carac—
térisées antérieurement ; chaque activité est mesurée par les méthodes déja

décrites.

Aprés 2,5 minutes d4'incubation, la viscosité de la solution de
la solution de pectine est réduite de 82 %, aucune autre activité n'ayant pu &tre
caractérisée. Par conséquent, la protéine phytotoxigue dont le point isoélectri-

que est de 5,65 est 1l'endopolyméthylgalacturonase.

Dans le tableau 13 , nous avons reporté€ le schéma de purification
de l'enzyme ainsi que les différentes valeurs permettant d'évaluer le degré de
purification et le rendement que nous avons obtenu & partir de 500 ml de milieu
de culture.

Tableau 13 : Représentation des Ctapes de purnigication de
ZTendopolyméthylgalacturonase. '

Unités | Protéines| Unités Rendement | Degré de
d'activité| (en mg) d'activité % ‘Purification
relative .| spécifique
(Upg) (QAR/pro-

télnes
Ultrafiltration
sur PM 10 3265 55 59 100
DEAE Sephadex AEO
fractions 14 et 15 1917 3,7 518 58 18
Electrofocalisation
3,5-10 T60 0,27 | 2814 23 kg
fraction 14




114

Le nombre d'unités d'activité relative (UAR) est calculé comme
auparavant, d'aprds le temps mis par 1l'enzyme & réduire de 50 % la viscosité d'une
solution de pectine de citron & pH 4,6. Les protéines sont dosées par la méthode de
LOWRY, par rapport 3 une courbe &talon de sérum-albumine de boeuf. Le rendement
exprime le pourcentage d'unités d'activité relative, obtenu & chaque &tape de
purification, par rapport au nombre initial d'unités. Le degré de purification est
calculé en rapportant le nombre d'unités d'activité spécifique, obtenu pour chaque

étape de purification, au nombre initial d'unités.

IX. RELATION ENTRE AGRESSIVITE DU CHAMPIGNON ET BIOSYNTHESE DE
LA POLYMETHYLGALACTURONASE

Dans des conditions de production analogues & celles décrites
auparavant, nous avons comparé l'évolution de la biosynthése de l'enzyme entre la
souche trés agressive et un mutant. beaucoup moins agressif induit par l'action de
la nitrosoguanidine. Nous n'avons malheureusement pu maintenir en culture le mur-
tant naturel issu de l'isolat agressif ; pour cette raison, nous avons recherché
une autre souche par mutagendse. L'utilisation de concentrations plus &levées
en agent mutagéne, soit 60 ug/ml, nous a permis de ne récupérer que peu de
souches dont l'agressivité a été mesurfe en contaminant des plantules de
Chou.

Le mutant réussit & provoquer la formation de macules cotylé-
donaires sur toutes les plantes contaminées, mais 5 jours aprés la souche agres-—
sive. La différence est plus nette en ce qui concerne la nécrose des hypocotyles :
au bout de 6 semaines d'incubation, 92 % des plantes contaminées par 1l'isolat

agressif sont nécrosées contre 25 % seulement pour le mutant.

L'activité des filtrats est mesurée par viscosimétrie ; les
résultats, exprimés en unités d'activité relative, sont regroupés dans le
graphique 24 . La biosynth&se de 1l'enzyme &volue d'une fagon & peu prés identigue

dans les deux cas, mais les quantitds produites par le mutant sont environ 3 fois
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plus faibles que celles émises par la souche agressive ; ceci se renouvelle &

chaque répétition. Il existe donc une bonne corrélation entre 1'atténuation de

l'agressivité et la diminution des quantités de polyméthylgalacturonase produites,

in vitro, en présence de parois cellulaires.

Graphique 24 : Comparaison entre La biosynthese, in vitro,
de Za polymethylgalacturonase parn deux souches d'agresdsLvité

tnes difdénente.
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X. LA POLYMETHYLGALACTURONASE EST UNE ENZYME EXTRACELLULAIRE

présente l'activité extracellulaire de 1'enzyme ?.

Quelle proportion de l'activité totale, produite Znm vitro, re-

Colletotrichum lindemuthtianum produit deux polygalacturonases

extracellulaires de masse moléculaire différente et une polygalacturonase restant

liée &8 la surface du mycélium, possédant des caractéristiques identiques & 1'une
des deux enzymes extracellulaires (CANTENYS et BARTHE, -1979). Notre démarche con-

siste & savoir si toute l'activité polyméthylgalacturonase produite par Phoma

linguam se retrouve uniquement sous forme extracellulaire ou bien si elle est
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répartie en plusieurs fractions : 3 1l'intérieur et & la surface du mycélium ainsi

que dans le milieu de culture, et dans gquelles proportions.

Pour cela, au 6éme jour, le contenu de 4 fioles de culture réali-
sée en présence de parois cellulaires est filtré sur verre fritté ; le mycélium est
rincé 2 fois par 200 ml 4'eau distillée, les filtrats et les eaux de ringage étant
combinés et centrifugés pour éliminer les conidies. Le myc&€lium est ensuite remis
en suspension dans 100 ml de tampon phosphate mono-bipotassique de forte molarité
0,5 M, pH T,0 afin de solubiliser les protéines liées 2 la surface mycélienne par
simple augmentation de la force ionique du milieu. Aprés une nouvelle filtration,
la solution tamponnée est conservée ; elle renferme l'activité dite "de surface".
Le mycélium est & nouveau rincé 3 l'eau distillée avant d'Etre broyé avec un bro-
yeur de type "ultra-turrax", dans 50 ml de tampon phosphate de potassium 0,1 M,
pH 7,0. Aprés centrifugation, on ne garde que le surnageant avec lequel on mesure

l'activité intramycélienne.

Avant d'effectuer les dosages, les trois sources d'enzyme que
représentent les filtrats, la solution tamponnée et l'extrait mycé&lien, sont dia-
lysées ; 5 ml de chaque sont utilisés. Le nombre total d'unités d'activité relati-
ve contenu dans chaque fraction, ainsi que les pourcentages respectifs de l'acti-

vité totale produite qu'ils représentent, sont :

- pour l'activité extracellulaire 2180 unités soit 97,15 %
- pour l'activité "de surface" 59,5 unités soit 2,65 %
- pour l'activité intramycélienne 4,6 unités goit 0,20 %

L'enzyme produite se trouve dans sa quasi-totalité sous forme
extracellulaire, ce qui rend son intérét encore plus grand dans l'initiation du

processus d'attaque du Chou par le Champignon.

En raison de la faible activité produite, nous n'avons pas cher—
Pd ~ ” - - . . . -~ P .
ché & déterminer, pour l'instant, si 1l'enzyme life & la surface mycélienne corres-
pond 3 la méme protéine ou & une protéine différente de celle de 1l'enzyme extra-

cellulaire.
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XI. DISCUSSION

Comme la plupart des Champignons phytopathogénes, Phoma Linguam
produit, en culture pure, suffisamment d'enzymes susceptibles de provoquer 4'im-
portantes altérations des parois cellulaires dans les plantes contamin€es. Le fait
que dans des hypocotyles de Chou, la dégradation des parois soit moins rapide
que dans le cas d'autres maladies est 1ié & la biosynthése plus tardive et moins
intense des différentes glycanases dont l'optimum n'est atteint qu'd partir des

Téme et 8éme jours de culture, pour la plupart d'entre elles.

Lorsqu'on fournit une préparation de parois cellulaires de 1'hd-
te & des Champignons phytopathogénes, les différentes glycanases sont émises
dans un ordre déterminé (AURIOL, 1973 ; MULLEN et BATEMAN, 1975 ; AGARWAL et al.,
1978), les premiéres enzymes synthétisées &tant généralement les polygalactu-
ronases (SHERWOOD, 1966 ; ENGLISH et al., 1971 ; JONES et al., 1972 ; MULLEN
et BATEMAN, 1975 ; AGARWAL et al., 1978). Dans des conditions de culture simi-
laires, Phoma linguam produit de }agon précoce une xylanase, la biosynthése de
cette enzyme &€tant méme pluriphasique puisqu'on obtient une activité maximale
aux .léme, 88me et 138me jours de culture. La production optimale des autres enzy-
mes a lieu plus tard, au Téme jour pour la polyméthylgalacturonase et la pectine
. trans—€liminase et au 88me jour pour la laminarinase et la carboxyméthylcellula-
se. On remarque toutefois, 3 l;exception de la laminarinase, que toutes les en-
zymes sont détectables aprés 3 jours de culture et que les activitésdeviennent
assez importantes dé&s le UYEme jour. Ces résultats nous aménent 3 effectuer une
premiére constatation : Dans le cas ol les hypocotyles sont contaminés directe-—
ment par des conidies de Phoma linguam, l'action du Champignon ne commence 3 se
manifester qu'd partir du 6éme jour d'incubation ; nous pouvons constater gue le
temps nécessaire 3 l'extériorisation des premiers symptdmes dans ce cas est
tout & fait compatible avec le délai de production des différentes glycanaées

participant & la dégradation des parois.

L'évolution de la biosynthdse est pratiquement différente d'une
enzyme 3 l'autre ; on sait que les modifications de pH survenant au cours de la
culture ont une incidence certaine sur les processus de synthése (HANCOCK, 1966 ;
AGARWAL et al., 1978). Il faut tenir compte également de 1'augmentation progres-
sive de la teneur du milieu en mono ou oligosaccharides, résultant de 1'hydrolyse

des différents polysaccharides et dont nous avons déjd souligné les effets parfois
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représseurs. A la concentration de 0,5 %, le xylose ou le glucose ont une inci-
dence différente sur la biosynthése des glycanases de Phoma linguam. Le xylose
augmente fortement la production de xylanase et répresse celle de la laminari-
nase tandis que le glucose inhibe uniquement la biosynthése de carboxyméthyl-

celliulase.
Compte tenu des résultats que nous avons obtenus, in vitro uni-

quement, l'une de ces enzymes, la polyméthylgalacturonase parait jouer un rdle
fondamental dans la pathogenése, puisqu'elle est la seule responsable des effets
phytotoxigues manifestés par les filtrats de culture. Une bonne relation existe,
en outre, entre sa biosynthése et l'agressivité du Champignon. Pour certaines
verticillioses, et dans le cas de la fusariose de la Tomate, les enzymes pecto-
lytiques ont été implicitement associées 3 l'expression de la maladie (GOTHOSKAR,
1955 ; WOOD, 1961 ; LEAL et VILLANUEVA, 1962 ; BLACKHURST, 1963 ; KAMAL et WOOD,
1965) ; malheureusement, l'utilisation de préparations enzymatiques hautement
purifiées améne parfois & reconsidérer ce rdle, car les effets toxiques ne sont
pas toujours reproduits (WANG et KEEN, 1970). Ceci démontre bien que seuls les
effets biologiques produits par des enzymes pures doivent &tre pris en compte pour

pouvoir affirmer leur rdle pathogénique.

Des enzymes pectolytiques purifiées sont capables d'engendrer,
in vitro, la mort des cellules végétales en provoquant soit un processus de ma-
cération de fragments de tissus de la plante-hdte ou d'autres végétaux, soit en
plasmolysant des protoplastes (BATEMAN, 1963 ; MOUNT et al., 1970 ; GARIBALDI
et BATEMAN, 1971 ; TSENG et MOUNT, 1974 ; BASHAM et BATEMAN, 1975). L'hypothése
selon laguelle la valeur généralement basique du point isoélectrique des pro-
téines serait responsable des propriétés toxiques a été émise (DREW et al.,
1970). Toutefois, BATEMAN a isolé des cultures de Selerotium rolfsii, une poly-
galacturonase ayant un point isoélectrique acide de 5,2, capable de produire
des effets toxiques sur le Haricot (BATEMAN, 1972) ; de méme, ULRICH montre

qu'une polygalacturonase de point isoélectrique &gal & 5,5, produite par Pseu—
domonas cepacia, peut pénétrer i 1'intérieur de cellules végétales (ULRICH, 1975).

La polyméthylgalacturonase produite par Phoma linguam posséde

également un point isoélectrique acide. Quelgques hypothéses peuvent €tre &mises
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concernant son mode d'action. Cette enzyme peut tré@s bien modifier les &chan-
ges intercellulaires,.comme 1l'a déja proposé MOUNT & propos d'une pectate trans-
éliminase 4'Erwinia carotovora (MOUNT et al., 1970), en perturbant les mécanis-’
mes d'échanges au niveau du plasmalemme, soit directement, soit indirectement,
en altérant les polysaccharides qui lui sont 1liés et dont plusieurs auteurs ont
déja décrit l'exiétence (ALBERSHEIM et KILLIAS, 1963 ; ROLAND, 1969 ; ROLAND et
VIAN, 1971). L'action préalable de la polyméthylgalacturonase pourrait &galement
permettre l'hydrolyse des polysaccharides pariétaux par les autres glycanases ;
ceci a déjd été signalé pour une polygalacturonase d'dspergillus flavus que les
auteurs ont qualifiée de "wall-modifying enzyme" (KARR et ALBERSHEIM, 1970).

Une autre polygalacturonase produite par Colletotrichum lindemuthiarnum posséde’
les mémes propriétés (ENGLISH et al., 1972). En ce qui concerne notre probléme,
nous pensons qu'une &tude wltrastructurale et cytochimique fine de l'action de
l'enzyme introduite dans les hypocotyles de Chou pourra permettre de comprendre

réellement les événements qui aboutissent & la formation de la nécrose.

la polyméthylgalacturonase de Phoma linguam posséde une masse
moléculaire voisine de 42 700, ce qui la différencie d'autres polygalacturonases
fongiques de taille plus petite (WANG et KEEN, 1970 ; COOKE et al., 1976 ;
LIU et LUH, 1978) ou plus importante (URBANEK et ZALEWSKA, 1975 ; BARTHE et REME
1976 ; COOKE et al., 1976). Dans les mémes conditions opératoireé que celles
décrites précédemment pour la purification de la protéine phytotoxique, on ne
caractérise qu'un seul pic d'activité polyméthylgalacturonase lorsqu'on soumet
un filtrat de culture & un fractionnement par tamisage moléculaire sur un gel
"Séphadex" G 100 "Superfine" ou & une chromatographie par échanges d'ions sur
une DEAE Sephadex ASO’
fongiques pour lesquelles p;usieurs pics d'activité sont obtenus (SWINDBURNE
et CORDEN, 1967 ; TANI et NANBA, 1969 ; BARTHE et REME, 1976). Par contre, par

€lectrofocalisation, plusieurs isoenzymes d'importance mineure sont identifiées,

I1 n'en est pas de méme pour d'autres polygalacturonases

leur point isoélectrique respectif étant : 4,70 - 5,25 - 6,05 et 6,70 (graphi-
que 23 ). '
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XII. CONCLUSION

Phoma linguam posséde donc un équipement enzymatique suffisant
pour lui permettre d'altérer profondément les structures pariétales des cellules

d'hypocotyles de Chou ; ceci confirme parfaitement les observations faites en
microscopie électronique. L'absence d'enzymes capables de dégrader les fibres
cristallines de cellulose ainsi que les polyméres & mannose, galactose ou arabi-
nose qui entrent généralement dans la constitution des hémicelluloses, pour-
rait expliquer la présence du matériel fibrillaire contenu dans les vésicules

8 l'emplacement des parois lorsque l'attaque parasitaire atteint un stade
avancé.

Les propriétés biologiques trés particuliéres d'une enzyme, la
polyméthylgalacturonase, plus précisément 1l'isoenzyme ayant un point iso€lectri-
que de 5,65, sa nature extracellulaire ainsi que l'existence d'une relation entre
sa biosynthése et l'agressivité du Champignon, nous permettent d'assimiler cet-
te protéine & une "nécrotoxine" ; cette appellation refléte bien, en effet, le
role primordial que 1l'expérimentation conduit & attribuer 2 cette enzyme dans
les processus d'attaque de Phoma linguam et permet, en outre, de discerner son

action de celle de la sirodesmine PL, phytotoxine 3 effet secondaire.
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ConcLusioN DE LA DeuxitME PARTIE

En conclusion de cette seconde partie, nous pouvons souligner
1l'importance de l'action des glycanases fongiques et plus particulidrement
d'une polyméthylgalacturonase dans l'induction de la nécrose chez le Chou. En
effet, les résultats acquis & propos d'une toxine, la sirodesmine PL, ne per-
mettent pas de considérer cette molécule comme ayant une action déterminante
dans les mécanismes d'attaque du Champignon. Son rdle plutdt secondaire se li-
miterait & accélérer un processus de dégradation tissulaire déjid en cours ;
néanmoins et pour plus de certitude, il serait bon de savoir exactement 3 partir

"de quel stade de l'infection a lieu la biosynthése de ce éomposé.

Si la sirodesmine PL ne semble pas jouer un rdle primordial
dans le déclenchement du processus nécrotique, en revanche les glycanases
paraissent y contribuer fortement ; c'est du moins ce que montrent les obser-
vations effectuées au microscope &lectronique et c'est ce que tend 3 prouver

les nets effets cytotoxiques manifestés par la polyméthylgalacturonase.




Photo § :
Evolution du symptdme nécrotique induit par 1l'injection dans des
hypocotyles de Chou rouge d'un filtrat de culture réalisée en pré-
sence de parois cgllulaires d'hypocotyles : bleuissement carac-~
téristique de la région é&prouvée (1) puis amincissement et ex-

tension progressive du phénoméne 3 1'hypocotyle en entier (2,

3.4).
Photo 9 :
Stade final de 1l'évolution du processus nécrotique provoqué par
l'injection du filtrat phytotoxique : desséchement des organes
foliaires et rupture de l'axe hypocotylé au niveau du collet.
Photo 10 :

L'injection de doses infraléthales de filtrat phytotoxique dans
des hypocotyles de Chou rouge provoque la formation de nombreuses

racines adventives au niveau de la région éprouvée.







Photo 11 :
Comparaison entre les effets du filtrat phytotoxique (Tox.) et ceux
du Champignon (C) sur des hypocotyles de Chou rouge. (T) : hypocotyle
témoin.

Photo 12 :
Electrophorése sur gel de polyacrylamide de la molécule phytotoxi-
que purifiée aprés chromatographie sur DEAE Sephadex ASO et €lectro-

focalisation préparative. .
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CONCLUSIONS GENERALES

ET PERSPECTIVES

Pour dégager les principaux résultats de notre travail et en indi-
quer quelques perspectives de recherche, il convient de le situer dans 1'ensemble
des connaissances relatives 4 1'évolution de la maladie sur les Cruciféres atta-
quées par Leptosphaeria maculans.

Les études épidémiologiques tre€s nombreuses effectuées sur des es—
Péces cultivées du genre Brassica,allant des diverses variétés de Chou aux dif-
férents cultivars de Colza,montrent gqu'il existe de multiples conditions favori-
sant plus ou moins la contamination mais conduisant & un méme processus infec-

tieux une fois l'agent pathogéne en place.

La contamination naturelle des Crucifdres maraichdres et oléagineu-
ses ne s'effectue pas de la meme fagon ; pour les premidres, le rdle des semen-
ces contaminées est prépondérant en raison de la forte densité des semis réalisés
en pépinidres (environ 80 kg de graines/ha). Dans ce cas, la maladie se mani-
feste généralement par une fonte de semis et pour les plantes dont la graine est
saine, par une attaque plus tardive aboutissant 3 la nécrose du collet visible

parfois lors du repiquage en champ mais souvent beaucoup plus tardivement. Pour
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les plantes oléagineuses de plein champ le processus est différent ; les semis
sont beaucoup moins denses (L4 kg de graines/ha) et ce sont surtout les résidus
de culture qui portent la responsabilité de la transmission de la maladie. En
effet, quelles que soient les régions, les donnes climatiques, les cultivars
utilisés et la qualité des graines,il n'existe pas de cultivars de Colza indem~
nes de la maladie ; en conséquence apreés l'abaissement de la température esti-
vale, des périthdces se forment 2 1'automne sur les pailles demeurées & la. sur-
face du sol aprés la récolte. Dés que les conditions atmosphériques le permet-
tent, les ascospores sont libérées et vont contaminer massivement les nouvelles
cultures. Si l'attaque a lieu trés tdt aprés la levée, les plantules présenteront
rapidement une nécrose léthale du collet tandis qu'une contamination plus tar-
dive (fin octobre) n'engendrera de symptdmes graves qu'd la reprise de la végé-
tation. la maladie de la nécrose des Cruciféres est donc une maladie cryptoga-
mique qui, selon le stade physiologique de la plante au moment de la contamina-

tion, peut évoluer en une nécrose léthale rapidement ou plus lentement.

Notre premidre démarche a consisté d reproduire d'une meniére ré-
pétitive la maladie dans des conditions contrSlées de culture. Pour cela, nous
avons limité notre &tude aux contaminations de plantules au stade cotylédonaire:
A partir de 13, nous avons été confronté d'une part avec le mode d'infec?}on des
plantes et d'autre part avec la recherche d'un hdte trés semsible. La difficulté
d'obtenir réguliérement des périthéces, inm vitro, nous a contraint & préférer
les pycniospores comme source d'inoculum ; l'isolement d'une souche agressive
nous a permis de constater qu'en conditions contrdlées, les conidies possédent
un pouvoir d'infectivité €levé alors qu'elles ne jouent qu'un rdle tout & fait
mineur dans la contamination naturelle des cultures. Confrontées & des espéces
cultivées et parentes du genre Brassica -le Chou, la Navette et le Colza- ces
conidies provoquent des symptOmes d'amplitude trés variable selon l'espéce, le
cultivar et la température. Grace & la trés grande sensibilité qu'il manifeste
au Champignon, ce qui avait d'ailleurs été percu par différents auteurs, le Chou
constitue le matériel végétal idéal pour &tudier les modalités de l'agression
parasitaire chez un hdte trés sensible. De plus, alors que la température n'a
aucune influence sur la résistancé du Chou & l'agression, nous avons montré
que l'expression de la tolérance chez certains cultivars de Colza est liée & une
température de culture relativement basse. Ceci permet de comprendre en partie
pourquoi en raison de l'affaiblissement de la résistance di & des températures
plus élevées, l'implantation du Colza connait certaines difficultés dans des

régions plus chaudes telle que 1'Espagne.




125

Le modéle biologigue de base &tant défini, nous avons pu aborder
l'aspect cytophysiologique du parasitisme en examinant dans un premier temps 3
1'échelle ultrastructurale, les perturbations provoquées dans les hypocotyles'
par l'agent pathogéne. Certaines observations se sont révélées particulidrement
intéressantes ; la premiére concerne la pénétretion passive des conidies dans
la plante par les stomates. On comprend ainsi aisément pourquoi, dans la nature,
les ascospores jouent un r8le épidémiologique beaucoup plus déterminant gque les
pycniospores. Quelgues ascospores suffisent pour contaminer une plante et y pro-
voquer une nécrose léthale ; ces ascospores germent trés vite méme & basse tem-
pérature, contrairement aux pycniospores, et les filaments mycéliens émis sont
capables de pénétrer rapidement soit par les ouvertures naturelles soit en per-
forant la cuticule et la paroi de l‘'épiderme. Pour que les pycniospores puissent
infecter une plante, il faut qu'elles soient émises en trés grand nombre de facgon
4 ce que quelques unes pénétrent par l%ouverture des stomates. Le second point
se rapporte au mode d'envahissement de la plante entiére par le Champignon.
L'observation de nombreuses sections d'hyphes & l'intérieur des vaisseaux du
bois d'hypocotyles et de cotylédons contaminés apporte la preuve que le my-
célium peut migrer trés rapidement & travers les différents organes de la plan-
te. Ceci permet de comprendre que des inoculations réalisées uniquement au ni-
veau des hypocotyles de Chou puissent engendrer la formation de macules cotylé-
donaires, toujours localisées soit en bordure des nervures soit en bordure du .
cotylédon, ceci bien avant l'apparition de la nécrose. On peut également suppo-
ser que la propagation rapide du mycé€lium dans les tissus conducteurs de la
hampe florale permet au Champignon d'accéder aux organes reproducteurs de la plante
et de provoquer ainsi la contamination des graines 2 l'intérieur des siliques ;

cet aspect fait l'objet de travaux actuellement en cours.

Un troisiéme élément positif peut €tre dégagé de 1'étude ultra-
structurale. En effet, les mécanismes d'action du Champignon sur les structures
cellulaires laissent penser que le processus nécrotique se déclenche avec la
lyse progressive et intense des parois cellulaires plutdt que par suite de 1l'ac-
tion d'une toxine diffusible. Dans le cadre de la recherche des déterminants
moléculaires du pouvoir pathogéne, nous avons caractérisé la production d'une
toxine, la sirodesmine PL, dans les filtrats de culture du Champignon ainsi que
dans les hypocotyles nécrosés ; toutefois, certains aspects concernant son rdle

pathogénique nous conduisent 3 écarter 1'hypoth&se selon laquelle cette moldcule
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initierait le processus de la nécrose. Néanmoins, comme nous 1l'avons mentionné
auparavant, il serait intéressant de situer sa biosynth&se par rapport & 1l'évo-
lution de la maladie. Ceci permettrait de savoir si cette toxine joue un rdle
synergique des autres déterminants du pouvoir pathogéne en participant aux
processus de dégradation tissulaire ou si sa synthése n'est qu'un événement

tardif de ce processus.

Alors qu'aucune observation & 1l'échelle ultrastructurale ne per-
met d'envisager une intervention précoce de la sirodesmine PL, par contre l'ac-
tion des glycanases fongiques apparait déterminante dans la pathogenése. Le
Champignon produit des enzymes capables de dégrader des substrats de nature pecto-—
hémicellulosique ce qui se manifeste sur le plan cytologique par l'observation
de la migration du mycélium dans la région sous cuticulaire de la paroi de 1'é-
piderme gui est riche en ce type de composés. Parmi ces enzymes, la polyméthyl-
galacturonase présente un intérét particulier en raison de ses effets phytoto-
xiques, mais cette enzyme n'est pas la premiére émise dans les filtrats de
culture en présence de parois cellulaires ; une xylanase est biosynthétisée
beaucoup plus précocement. En est-il de méme dans les hypocotyles contaminés et
quelle est la contribution effective de ces différentes enzymes dans la dégrada-
tion des parois ?. Le temps imparti pour présenter ce travail ne nous a malheu-
reusement pas permis de développer de facon plus approfondie cette &tude enzymo-
logique et en particulier l'action im situ de ces biocatalyseurs ; ceci cons-—

tituera l'objet de nos prochaines recherches.

Si les propriétés catalytiques de ces différentes enzymes déter-
minent effectivement le succés de l'infection, on peut donnerbune explication
purement physiologique au net ralentissemenf de 1'évolution de la maladie obser-
vé dans la nature pendant l'hiver. On peut concevoir que la chute des tempéra-
tures provoque durant cette période une diminution de la vitesse d'hydrolyse des
polysaccharides pariétaux soit directement soit en modifiant la physiologie
de la plante. En tout caé ceci suffirait & rendre peu probable 1l'hypothése selon
laguelle la reprise de la maladie au printemps serait due & une nouvelle &mission
d'ascospores. Du reste, en conditions contrdlées, on observe que la vitesse
d'action du Champignon dans les plantes contaminées est toujours proportionnelle

a4 la température ambiante.
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Malgré son caractére incomplet, 1'étude enzymologique nous ouvre
des perspectives dont certaines pourront se concfétiser dans un avenir trés
proche. Le but que nous nous sommes fixé est d'essayer de comprendre les méca-~
nismes qui provoquent une réaction de tolérance au Champignon chez certains cul-
tivars de Colza pour éventuellement faire déboucher notre étude fondamentale sur
le domaine de la sélection en agronomie. A cet effet, nous envisageons de déter-
miner dans 1'immédiat la sensibilité de nombreux cultivars de Colza au filtrat
de culture réalisé en présence de parois cellulaires ainsi qu'd la polyméthyl-
galacturonase purifiée. Les premiers essais que nous avons réalisés avec le
filtrat sur quelques cultivars sont encourageants. Toutefois, l'action de 1l'enzy-—
me pure ne peut étre envisagée a grande échelle qu'en mettant au point une nou-
velle méthode de production et de purification permettant d'en obtenir des quan-
tités appréciables. En outre, les propriétés physicochimiques de cette protéine

devront &tre approfondies.
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