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La maladie de l a  nécrose des co l l e t s  de Crucifères due à l'bscomycète 

Leptosphaeria macuZans, plus connu depuis longtemps sous sa  forme conidienne 

Phoma Zinguum, e s t  t r è s  répandue e t  prend des proportions graves dans l e s  cul- 

tures  intensives de Chou e t  dans l e s  zones où 1s cul ture  du Colza e s t  en pleine 

expansion. Malgré l e s  améliorations génétiques e t  l ' u t i l i s a t i o n  de cu l t ivars  

actuellement beaucoup plus to lé rants ,  l a  maiadie pose toujours des problèmes. 

Dans l a  perspective de f a c i l i t e r  l a  sélection génétique par une meilleure com- 

préhension des mécanismes biochimiques qui provoquent une réaction de tolérance 

chez ces cul t ivars ,  nous nous limitons dans ce t r a v a i l  à préciser l e s  modalités 

de l ' a t taque  paras i ta i re  chez un hôte t r è s  sensible. 

Dans une première pa r t i e  consacrée à l ' agent  pathogène e t  à son hôte,  

nous précisons l a  biologie de l a  reproduction du Champignon à p a r t i r  de souches 

monoascosporées e t  d ' i so l a t s  conidiens. Nous avons cherché ensuite à é t a b l i r  

une corrélation entre quelques caractères culturaux des souches, l e u r  agressi- 

v i t é  e t  l 'hétérothallisme que présente ce t t e  espèce. Cette première étude per- 

met de montrer q u ' i l  n 'exis te  aucune corrélation au niveau génotypique ; par 

contre, nous avons pu caractér iser  chez Leptosphaeria macuhs  un phénotype 

particulièrement agressif .  

L'influence du génotype de l ' hô te  sur l 'évolution de l a  maladie de 

l a  nécrose des hy-pocotyles, en conditions contrôlées, se  t radui t  par l a  mani- 

fes ta t ion  d'une t r è s  grande sens ib i l i té  du Chou, bien supérieure à c e l l e  d'un 

cul t ivar  t r è s  sensible de Colza. En étudiant également l ' influence de l a  tempé- 

rature ,  nous montrons que l 'expression du caractère rés i s tan t  chez l e s  Colzas 

tolérants  à l a  maladie ne s 'effectue que s i  l a  température d'incubation e s t  



relativement basse. Les r é su l t a t s  de ce t t e  étude épidémiologique nous ont conduit 

à choisir  l e  Chou comme plante-hôte t r è s  sensible pour l a  su i te  de nos investi-  

gations sur l e s  mécanismes d'attaque du parasite.  

Une étude au microscope électronique à transmission a permis de com- 

prendre l e  mode de pénétration du Champignon e t  l a  façon dont il envahit l e s  

tissus de l'hypocotyle. Cette étude révèle que l e s  conidies u t i l i s é e s  pour l a  

contamination pénètrent directement dans l a  plante par l e s  stomates ; l e s  f i l a -  

ments germinatifs qule l les  émettent ensuite se propagent uniquement par l e s  

espaces in te rce l lu la i res  e t  colonisent l e s  vaisseaux conducteurs. L'action du 

mycélium affecte  principalement l e s  parois  ce l lu la i res  qui sont hydrolysées 

intensément mais de façon progressive ; à p a r t i r  des observations effectuées, 

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

Dans l a  seconde pa r t i e  de notre t r ava i l ,  nous abordons l e  déterminis- 

me nioléculaire du pouvoir pathogène en recherchant des substances produites par 

l e  Champignon susceptibles de provoquer des désordres physiologiques identiques 

à ceux provoqués par l 'agent  pathogène. 

En culture i n  vi t ro e t  dans l e s  hypocotyles nécrosés, on peut mettre 

en évidence l a  présence d'une substance phytotoxique dont l a  s t ructure a é t é  

ident i f iée  à l a  sirodesmine PL, substance de l a  famille des épidithiodicéto- 

pipérazines. Cependant, nous sonmes amené à considérer l e  rô le  de ce t t e  molé- 

cule dans l a  pathogenèse comme secondaire. En e f f e t ,  l a  sirodesmine PL n ' ag i t  

pas spécifiquement sur l e s  Crucifères ; introduite dans des hypocotyles e l l e  

ne reproduit pas l e  symptôme typique de l a  nécrose ; ensuite,  il n 'exis te  

aucune corrélation entre sa production, i n  v i t ro ,  e t  l l a g r e s s i v i t é  du Champi- 

gnon ; des cul t ivars  de Colza se  comportant t r è s  différemment à l a  maladie 

manifestent l a  même sens ib i l i té  à ce t te  toxine. Par conséquent, il es t  probable 

que l a  sirodesmine PL part ic ipe aux processus de dégradation t i s s u l a i r e  mais 

n'en e s t  pas l a  cause i n i t i a l e .  Ces r é su l t a t s  concordent avec 1 'absence d'ob- 

servations en microscopie électronique re la t ives  aux e f f e t s  d'une toxine sur 

l e s  structures cel lulaires .  

L'action du Champignon sur l e s  parois ce l lu la i res  de l ' hô te  étant  

cytologiquement remarquable, nous avons orienté notre étude vers l a  caractéri-  

sation des glycanases fongiques produites, i n  v i t ro ,  en présence d'une prépa- 

rat ion à base de parois ce l lu la i res  purif iées  dlhypocotyles. Nous avons 



ensuite montré que l e  f i l t r a t  de culture obtenu dans ces conditions reproduit 

l e  symptôme de l a  nécrose quand on l ' i n j e c t e  dans l e s  hypocotyles. La mise en 

place d'un protocole de purif icat ion a abouti à a t t r ibuer  ces e f f e t s  nécro- 

s a n t ~  à une enzyme, l a  polyméthylgalacturonase. Ce résul ta t  indique que dans 

l e  cas de l a  maladie des Crucifères due à Leptosphaema mcuZans une protéine 

enzymatique à caractère phytotoxique e s t  t r è s  certainement à l 'o r ig ine  de l a  

formation de l a  nécrose. Des investigations plus poussées devraient l e  con- 

firmer e t  ouvrir des perspectives susceptibles de f a i r e  progresser l a  sélection 

de cul t ivars  de Colza plus rés i s tan ts .  



N T R O I I U C T  G E N E R A L E  

La maladie de la jambe noire des Crucifères (i3lack leg pour les au- 

teurs anglo-saxons) est connue des Phytopathologistes depuis de nonbreuses années 

et au cours des six dernières décennies on peut relever les travaux épi~é&olo- 

giques de WALKER ( 19221, CUNNINGHAM ( 19271, HUGHES ( 1933)~ POUND ( 1 9 4 7 ) ~  

CRLKCCKS- et P&R ( 1954). Ces études ont essentiellement analysé le développe- 

ment de la maladie sur les Crucifères maraîchères, en particulier sur le Chou et 

ses multiples variétés. L ' agent pathogène, m Champignon Ascomycète , est connu 
actuellemefit sous le nom de sa forme parfaite : Leptosphaeria mzcuZmrs ( Desm. ) 

Ces. et de Not., alors que les travaux épidémiologiques cités ci-dessus ne s'in- 

téressaient qu' au rôle de la forme imparfaite Phoma Zinguam (Tode) Desm. 

Cette meilleure connaissance de l'agent pathogène est liée à la vi- 

goureuse expansion en Europe du Nord de la culture du Colza, Crucifère intéres- 

sante par sa richesse en huile. Cette oléagineuse mit son aire de culture s'é- 

tendre chaque année. Bien installée au Canada, elle progresse notamment en Aus- 

traiie et en Espagne. Cette extension a souvent été accompagnée d'me densifica- 

tion des semis sur une même 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 



Crucifère avoisinera, en 1981, 500 000 hectares a l o r s  qu 'e l le  é t a i t  légèrement 

infér ieure à 100 000 hectares en 1964/1965. L ' intensif icat ion de l a  culture de 

Colza au milieu des années 60 a provoqué dans l e  Centre de l a  France une grave 

épidémie caractérisée par une verse paras i ta i re  due à l a  "nécrose du col let"  

avec corrélativement une chute importante des rendements. Le programme expéri- 

mental mis en place à c e t t e  époque e t  portant sur l 'é tude de l a  maladie en con- 

d i t ions  na ture l les -  a abouti,avec l e s  travaux de LACOSTE, MWET e t  leurs  colla- 

borateurs en 1969-1970, à une meilleure connaissance des conditions favorables 

à l ' appar i t ion  de l a  maladie. 

L'enfouissement précoce des résidus de cul ture  prescr i t  à l a  s u i t e  

de ces travaux a entraîné une ne t t e  régression de l'épidémie. Malgré cela ,  e t  en 

dépi t  des constantes améliorations génétiques e t  des progrès techniques réa l i sés  

en pratique agronomique e t  en traitement,  l e  rendement moyen progresse t r è s  len- 

tement restant  encore i n f i r i e u r  à 30 q/ha en 1980 pour une production nationale 

de 1 200 000 t .  Cette évolution l e n t e  de l a  productivité peut s'expliquer par 

l ' ex is tence  constante d'un taux de contaminations na ture l les  mais e l l e  pa ra î t  

auss i  l i é e  aux nombreuses d i f f i c u l t é s  rencontrées par l e s  sélectionneurs qui se 

trouvent confrontés à l a  f o i s  avec l e  problème de l a  tolérance au Champignon e t  

ce lu i  d'une production croissante d 'hui le  sans acide érucique. 

A ce jour, seules l e s  contaminations na ture l les  constituent encore 

l e  moyen d'évaluer à grande échel le  l a  tolérance à l a  maladie des cu l t ivars  nou- 

vellement sélectionnés. Sur un plan fondamental, aucun des mécanismes d'action 

du Champignon qui aboutissent à l a  formation de l a  nécrose ne sont actuellement 

connus e t  on mesure mieux l ' i n t é r ê t  que présente c e t t e  connaissance quand on 

sait qu 'e l le  peut déboucher sur des applications dans l e  domaine agronomique, en 

sélect ion notamment. Cet aspect fondamental du parasitisme constitue 1 'objet  

du t r a v a i l  présenté dans ce mémoire. Dans une première pa r t i e  nous définirons 

l e  modèle biologique de base qui serv i ra  à l 'é tude,  à 1' échelle moléculaire, de l a  

re la t ion  hôte-parasite. Pour cela ,  nous avons cherché à reproduire l a  maladie en 

conditions a r t i f i c i e l l e s  chez de jeunes plantes sachant que l a  résistance de 

cer tains  cu l t ivars  de Colza se manifeste dès l e  stade cotylédonaire (ALABOWETTE, 

1969 ; BRUNIN, 1970). Mais pour mieux comprendre l'ensemble des mécanismes sus- 

cept ibles  de l imi ter  l ' a c t i o n  du paras i te  chez l e s  plantes tolérantes ,  il e s t  né- 

cessaire  de connaître parfaitement l a  nature des désordres biochimiques condui- 

sant à l a  nécrose chez un hôte sensible.  



Les deux premiers chapitres seront donc consacrés respectivement 

à la recherche d'une souche pathogène très agressive puis d'une Crucifère parti- 

culièrement sensible à la maladie. Les protagonistes étant en place, nous obser- 

verons dans un troisième chapitre par une étude au microscope électronique à 

transmission, les perturbations que provoque le Champignon chez son hôte au ni- 

veau des structures cellulaires. 

La deuxième partie du travail constituera une appmche de l'étude 

du déterminisme moléculaire du pouvoir pathogène, en analysant tout d'abord le 

rôle d'une toxine produite par le Champignon ; puis, conformément aux renseigne- 

ments recueillis à la suite de l'étude ultrastructurale, nous aborderons l'as- 

pect enzymologique de l'agression parasitaire. 



PREMIERE PARTIE 

L'AGENT PATHOGENE ET SON HOTE 



1. INTRODUCTION 

Après un rappel de l a  posit ion systématique du Cfaaapignon e t  un 

aperçu sur l e s  données biologiques naturel les  e t  cul turales ,  nous précisons l a  va- 

r i a b i l i t é  des caractères culturaux e t  de l ' i n f e c t i v i t é  de l 'agent  pathogène. 

- Position s~stématique : 

Le Champignon qui nous intéresse fut  à l ' o r ig ine  inclus  dans l e  

genre Sphaeria e t  déc r i t  sur Brassica campestris comme étant  Sphaeria macuZans 

( DEsMAzIE~, 1846). Fa 1863, CESATI e t  DE NOTARIS créent l e  genre Leptosphaeria : 

Sphaeria maculans devient Lqtosphaeria macuZmrs. Dans l e s  années qui su iv i ren t ,  

une cer taine confusion devait cependant règner chez l e s  systématiciens à propos de 

ce Champignon. FUCKEL ( 1870) puis SACCARDO ( 1883) décrivent respectivement sur 

AZZiarYia officinaZis e t  Brassica napus, PZeospora napi e t  Leptosphaeria nupi. 

Plus près de nous, SMITH (1956) f a i t  également l a  description d'un Leptosphaez-ia 

napi mais SMTTH e t  SUTTON, en 1964, identifient finaiement Leptosphaeria napi à 

LeptosphaerW maculans. 

SACCARDO avai t  dans son répertoire  supposé l ' ex is tence  d'une re la -  

t ion  entre  Leptosphaeria macuZmrs e t  l a  forme conidienne Phom. Cette idée f u t  .. 
reprise  par I U E R  en 1953 e t  confirmée en 1957 successivement par MÜUER e t  

MMASEVIC puis par HOLM qui précisent qu ' il s ' ag i t  de Phom Zinguam. BOEREMA e t  

VAN K E S ~ N . ( I ~ ~ ~ )  estiment q u ' i l  e s t  préférable d 'a t t r ibuer  l a  forme imparfaite 



du Champignon à Plenodomus linguam, en raison de l 'exis tence de deux types de 

pycnides : l e s  unes avec des parois grêles e t  un pore circulaire .  l e s  autres 

avec des parois épaisses e t  sans pore bien déf in i .  

- Biologie naturel le  : 

Pour l a  description de l a  forme par fa i te  e t  de l a  forme conidienne 

du Champignon, nous reportons l a  reproduction de deux figures ex t r a i t e s  des ou- 

vrages de UCOSTE (1965) e t  de BOEREMA e t  VAN KESTERE3 (1964). 

Les périthèces du LeptosphuePia macu~mur se développent en t r è s  

grand nombre sur l e s  t i ges  sèches e t  noircies  du Colza, principalement dans l a  

région du col le t .  I l s  ont un diamètre de 300 à 400 p sur une hauteur de 250 p 

e t  sont terminés par un p e t i t  col portant un os t io le  c i rcu la i re .  Leur formation 

nécessite une période de températures relativement basses, de ce f a i t  on l e s  ob- 

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



Les asques sont oblongs avec un pied court ; l eu r  t a i l l e  varie de 

100 à 150 p x 12-15 p. i l s  contiennent toujours 8 spores. 

Les ascospores sont fusofdes, à 6 ce l lu les ,  offrant  une légère cons- 

t r i c t i o n  au niveau des septums e t  plus fortement au niveau du septum central .  

Elles ont une t a i l l e  variant de 35 à 60 p x 6 e t  sont en général jaune-brun. 

Ces ascospores sont émises en t rès  grand nombre en fonction de l a  

pluviométrie ; ALABOWETTE e t  BRUNIN ( 1970) ont bien montré l a  relat ion qui s'  éta- 

b l i t  entre  l e s  périodes de for tes  précipi ta t ions,  l 'émission des ascospores e t  

l ' appar i t ion  de l a  d a d i e .  Ces travaux ont é t é  confirmés quelques années plus 

ta rd  par des auteurs austral iens qui aboutissent aux mêmes conclusions (Mc GEE e t  

-TTy 1977 e t  Mc GEE, 1977). 

Les pycnides se forment essentiellement sur l e s  organes végéta t i f s  

paras i tés ,  en pa r t i cu l i e r  au niveau des macules cotylédonaires e t  fo l i a i r e s  qui 

apparaissent sous l ' a c t ion  du Champignon. 

Ces pycnides émettent un grand nombre de spores hyalines, unicellu- 

l a i r e s ,  de 5 à 6 de long, dans un mucilage qui prend l a  forme d'un ruban, au 

moment de l 'expulsion des spores. Leur rô le  épidémiologique e s t  nettement m i n s  

important que celui  des ascospores ; ce point sera plus amplement discuté dans l e  

chapitre suivant. 

F i g m  7 EX 2 : Leptosphaeria rnacu Zans 1 Du m. ) Cu. c.t de Nolt. 
Foma conidimnes d 'ami2 B0EREE.M & VAN KESTEREN 

7 - phénoitype 1 - PZenodomus Zinguam ITode ex. Fh.) Hahn. 
a )  ~ W L  une g u i n e  de Chou - b) beaXon vmAic.de - 
c) d é W  de la b&uc.Wte d a  pano.& at ohigxYie d u  b p o h ~ .  

2 - phémXgps 21 - PZenodomus Zingwa (Tode ex. Fa. 1 Hahn. 
a )  b u  une ;tige mohte de Chou - b l  h e u i o n  vm..ticaXe. 



- Biologie cuituraLe : 

Des périthèces de Leptosphaeria macuZans peuvent ê t r e  obtenus sur 

d i f fé rents  milieux naturels  à p a r t i r  d'un isolement monoascal (LACOSTE, 1965) 

mais aucune f ruc t i f i ca t ion  sexuée ne s'ébauche dans l e s  mêmes conditions avec 

des souches inonoascosporées, ce qui peut f a i r e  suspecter l ' ex is tence  d'un hétéro- 

thallisme. Dans un premier temps, nous nous efforcerons de préciser  l e s  modali- 

t é s  de l a  reproduction sexuée du Champignon en cherchant à i den t i f i e r  des t h a l l e s  

compatibles par des croisements entre  souches monoascosporées. Puis, nous nous 

consacrerons à l a  recherche désormais devenue classique de c r i t è re s  culturaux 

permettant de différencier  d'une part l e s  types de t h a l l e s  compatibles e t  d 'autre  

pa r t  l e s  souches possédant un pouvoir pathogène élevé. 

- Variabi l i té  du Chamnimon : 

L'examen de cet  aspect nous amène à évoquer l f ag res s iv i t6  de 

lf agent pathogène. Telle que l a  dé f in i t  VAN DER PUNK ( 1968) , 1 ' agressivi té  pos- 

sède un support polygénique e t  exprime la  capacité plus ou moins graaàe d'une 

souche à provoquer des dégâts chez l a  plante-hôte. Les différences d 'agressivi té  

observées pour d i f fé rentes  souches d'un même agent pathogène sont simplement 

quantitative S.  

La va r i ab i l i t é  des caractères culturaux e t  du pouvoir pathogène e s t  

un phénomène t r è s  répandu chez l e s  Champignons phy-topathogènes. Pour cer ta ins  

d 'entre  eux, l ' ag res s iv i t é  e s t  en re la t ion  t r è s  é t r o i t e  avec cer tains  c r i t è r e s  

t e l s  que l a  croissance sur un milieu n u t r i t i f  gélosé, c ' es t  l e  cas pour Ceratu- 

cysi3is u f i  (GIBBS e t  BRASIER, 1973) ou encore avec l a  forme dressée des poi l s  

des carpophores chez PoZyporus tomentosus ( W H I T M  e t  BOHAYCHUK, 1976 ; WHITlJEY 

e t  BOHAYCKUK, 1977). De nombreuses études ont déjà  é t é  réa l i sées  sur l a  variabi- 

l i t é  de l a  croissance, de l a  sporulation, de l a  pigmentation e t  de l a  pathogénici- 

t é  d ' i so la t s  e t  de souches conidiennes de Phoma Z i n g m  (CUNPJINGHAM, 1927 ; 

HUGIIES, 1933 ; BUDDIN, 1934 ; POUND, 1947). Toutefois, l e s  ascospores de Leptos- 

phaema mcu~mrs assurant essentiellement l a  contamination na ture l le  des Cruci- 

fères  par voie aérienne, nous nous proposons de reprendre ce t t e  étude avec, c e t t e  

f o i s ,  des souches mnoascosporées a ins i  qu'avec deux i s o l a t s  conidiens du Cham- 

pignon. 



II. M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1)  LES SOUCHES EMFLûYEZS 

a) les souches monoascosvorées : 

Les souches ont été isolées au micromanipulateur de Defontbrune 

selon une technique décrite par LACOSTE ( 1965) . Les ascospores n'ont pas été 
choisies au hasard mais proviennent de deux asques isolés chacun à partir d'un 

périthèce formé sur un pied de Colza nécrosé différent. Leur libération de l'as- 

que a nécessité l'hydrolyse de la paroi à température ambiante par une solution 

de suc digestif dlHeZZx pmat ia  (I .B.F.)  à 0,5 mg par millilitre de tampon acide 

citrique-phosphate disodique 0 ,O1 M de pH 5,5 ; au bout de 20 minutes, les ascos- 

pores peuvent être transférées dans les gouttes d'isolement après avoir été rio- 

cées dans de l'eau distillée stérile. Dans la mesure du possible, nous nous 

sommes efforcé d'isoler les spores dans l'ordre qu'elles occupent dans l'asque ; 

ceci n'est pas toujours chose facile, tout d'abord en raison de leur forme 

fusolde et de leur chevauchement et puis, parce que souvent deux ou trois des 

ascospores situées au sommet .de l'asque sont réunies entre elles par leur masse- 

lotte mucilagineuse. Les souches ont été ainsi numérotées de 1 à 8 pour le premier 
asque et de 1' à 8 '  pour le second, l'ascospore 8 ou 8' correspondant à ce3.ï.e 

située près du pied de l'asque. Pour le second asque, la spore 5' ayant très mal 

germé n'a pu être récupérée. 

b) isolats pluriconidiens : 

Deux souches ont été également isolées à partir de Choux de Milan 

malades (Brassica okracea L. , var. sab& L. , cultivar "De Pontoise" ) . Ces 
choux proviennent essentiellement de la région parisienne et ont été contaminés 

naturellement. A deux époques différentes, nous avons prélevé une pycnide sur une 

feuille de Chou maculée et effectué pour chacune un isolement pluriconidien au 

micromanipulateur. 

2) CONDITIONS D'OBTEMTIOB DES PERITHECES, ZN VITRO 

Sur les milieux naturels employés par LACOSTE, tiges sèches ou col- 

lets de Colza, tiges sèches de P h e t e s ,  les cultures monoascales de 



Leptosphaeria macuZam sexualisent à  OC, en présence de lumière blanche four- 

nie  par des tubes fluorescents "Blanc b r i l l an t  de luxe" de 40 watts, à raison de 

12 heures d'éclairement par  jour. L'énergie reçue par l e s  cultures es t  environ 

de 750 watts/cm2. Malheureusement, ces milieux e t  en pa r t i cu l i e r  l e s  t i g e s  

sèches ou l e s  co l l e t s  de Colza, ne fournissent que peu de périthèces. Par contre, 

d' assez nombreuses f ruc t i f ica t ions  sexuées s ' ébauchent sur de l a  pa i l l e  de blé ,  

en tubes de 25 x 200 contenant 1 g de p a i l l e  pour 20 ml d'eau d i s t i l l é e .  Les pre- 

mières ébauches apparaissent vers l e  21ème jour de culture e t  l e s  ascospores se 
- .  - 

différencient,  en général, 3 à 4 jours après ; dans chaque asque, il se forme 

toujours 8 ascospores de t a i l l e  égale. 

3) MILIEUX DE CULTURE 

Les 17 souches définies  ci-dessus sont maintenues en cul ture  sur 

un demi cylindre de Carotte dans des tubes à étranglement d i t s  de Roux, à 18OC 

e t  à l a  lumière blanche. 

Leur vi tesse de croissance e s t  mesurée après 15 jours de culture 

en boîtes de P é t r i ,  à l 'obscuri té  e t  à 18O~, sur deux milieux naturels gélosés 

- de l ' e a u  de Pomme de t e r r e  à 50 g / l ,  glucosée à 1 % e t  enrichie en e x t r a i t  de 
levure à 1 $: (pH du milieu : 6,7)  ; 

- du jus V a ,  non f i l t r é  à 25 % (v/v)  (PH du milieu : 4,5) . 
Dix boîtes ont été coulées par souche ; l e  diamètre moyen des colo- 

nies  e s t  calculé e t  pour chaque milieu, l e s  valeurs sont comparées deux à deux 

par l a  méthode de l a  différence des moyennes selon l a  l o i  de STUDENT-FISHER. Cet- 

t e  étude s t a t i s t ique  permet d ' é t ab l i r  un classement des souches selon que leur  

différence de vi tesse de croissance e s t  hautement s igni f ica t ive  (au seu i l  de 

1 $) ,  s igni f ica t ive  (au s e u i l  de 5 %) ou non s igni f ica t ive .  



4)  MESURE DE LA PYCNIOGENESE ET DU POWOIR PATHOGENE 

Dans l e s  deux cas,  l e s  cultures sont réa l i sées  en tubes 25 x 200 

sur l e  milieu d'eau de Pomme de t e r r e  glucosé, enrichi  en ex t r a i t  de levure,  à 

1 8 ' ~  e t  en lumière blanche. Cinq tubes sont ensemencés pour l a  même souche avec 

un fragment de mycélium prélevé sur Carotte. Après 20 jours de culture,  l a  sur- 

face mycélienne e s t  lavée avec 10 ml d'eau d i s t i l l é e  & l ' a i d e  d'un mélangeur tow-  

b i l lon ,  l e s  conidies étant  ensuite numérées avec un hématimètre. 

Pour l e s  contaminations, l e s  volumes sont réunis e t  l a  concentra- 

t ion  f ina le  e s t  amenée pour chaque souche à 105 conidies par m i l l i l i t r e  de sus- 

pension. Le pouvoir pathogène e s t  évalué en contaminant en microphytotrons des 

plantules de Chou rouge au stade cotylédonaire par pulverisation de l a  suspension 

de pycniospores e t  en dénombrant l e s  plantules nécrosées après 6 semaines d' in- 

cubation à 20°C. La raison pour laquel le  nous avons choisi  l e  Chou comme plante- 

hôte, à savoir sa  grande sens ib i l i t é ,  e s t  expl ici tée  dans l e  chapitre suivant. 

I I  1. RESULTATS 

1 )  MISE EN EVIDENCE D'UN IEXEROTWLT-ILISME BIPOLAIRE 

Sur l a  p a i l l e  de blé ,  l e s  cultures des 15 souches monoascosporées 

e t  des deux i s o l a t s  demeurent s t é r i l e s .  Croisées deux à deux, l e s  8 ascospores 

du premier asque fournissent 16 combinaisons f e r t i l e s ,  l e s  7 ascospores du second 

n'en produisant que 12. Les périthèces sont m û r s  e t  tous l e s  asques renferment 

8 ascospores. Ceci démontre bien 1 ' existence d'un hétérothallisme bipolaire chez 

Leptosphada macuZans, l e s  deux types de tha l l e s  compatibles é tan t  désignés 

par l e s  signes (+) e t  (-).  

Le croisement des deux i s o l a t s  entre  eux fournit  également des 

périthèces mûrs, l e s  ascospores étant  en tous points semblables à ce l les  décr i tes  

par LACOSTE pour Leptosphaema macuZans : e l l e s  sont fusoïdes, à 6 ce l lu les ,  of- 

frant une légère constriction au niveau des septums e t  plus fortement au septum 

central  ; l eu r  t a i l l e  varie de 40 à 55 p x 6 p. A l a  différence des asques produits 



par l a  confrontation de deux souches nionoascosporées compatibles, ceux obtenus par 

l e  croisement des deux i s o l a t s  renferment t r è s  rarement 8 ascospores ; on en 

observe généralement que 6 ou 7 e t  il es t  même parfois  possible de n'en trouver 

que deux t r è s  volumineuses. il nous faut donc constater que l e s  souches manoascos- 

porées e t  l e s  deux i so la t s ,  ou seulement l ' u n  des deux, ne sont pas totalement 

isogéniques . 
A l ' i s s u e  de ce t t e  confrontation des tha l l e s ,  nous avons classé 

arbitrairement l e s  souches : 

- 2,6,7,8 - 1',2' ,4',7' e t  un i s o l a t  conidien comme é tant  de signe (+) ; 
- 1,3,4,5 - 3' ,6' ,8' e t  l e  second i s o l a t  conidien comme é tant  du signe (-). 

A l'examen du r é s u l t a t ,  il e s t  d i f f i c i l e  d'avoir une idée précise 

sur l a  façon dont ségrègent l e s  facteurs  de compatibilité à l a  méiose. Le premier 

asque semble pré-réduit, l e  second post-réduit. Nous avons eu l 'occasion, il y a 

quelques années, d ' i so ler  l e s  8 ascospores de 4 asques ; l e  regroupement par asque 

des deux types de tha l l e  ava i t  donné : 

Un seul cas ( a )  fourn i t  un exemple caractér is t ique d'asque dans le- 

quel l e s  facteurs de compatibilité ségrègent en première division de méiose ; pour 

( c l  e t  ( d l ,  ce t t e  ségrégation semble avoir l i e u  au cours de l a  seconde division. 

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

teurs .  

2) VARIABILITE DU POWOIR PATHOGEKE 

Nous avons regroupé dans l e  tableau 1 l e s  r é su l t a t s  des contami- 

nations en représentant pour chaque souche l e  pourcentage de plantules de Chou 

nécrosées. 



TubLeau I : RhuRta;t6 des c u ~ ~ o v l 6  de  pRantuRe6 d e  Chou 
pm des boucheb manoabco~pohéeb et 2 &OU conLd.iens de  
Leptosphaeria maculuns . 

i : i s o l a t  conidien. 

Les pourcentages calculés indiquent clairement qu'au sein d'un 

asque, l e  pouvoir pathogène varie  d'une souche monoascosporée à l ' a u t r e  avec 

parfois  une grande amplitude. Cette va r i ab i l i t é  se rencontre également chez l e s  - - - - ---- 
' i s o l a t s  'conidiens e t  on remarque tout particulièrement l a  forte agressivi t  6 de 

celui  de signe (+). 
'L 

fiant donné l e s  différences de pouvoir pathogène ob_ru&es 20-ur- ---- - - - - - -  ^ _ 
l e s  ascospores d'un même asque, peut-on regrouper ces souches en classes dis t inc-  

t e s  en fonction de l eu r  agressivi té  ? Pour cela ,  nous avons appliqué l a  méthode 

du r e s t  x2 de PEARSON aux 8 souches mnosscosporées du premier asque, puis au 7 

souches du second, en calculant l a  valeur du X2 pour l ' e f f e c t i f  global e t  en l a  

comparant avec l a  valeur théorique donnée par l a  tab le ,  au seu i l  ..de 5 %, en fonc- 

t i on  du nombre de degrés de l i b e r t é  correspondant. Les r é su l t a t s  obtenus sont 

l e s  suivants : 

- premier asque : souches 1 à 8 : 

 calculé. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .23,57 

nombre de degrés de l ibe r t é .  . . . l 5  



- deuxième asque : souches 1 '  à 8' : 
2 .......................... X calculé 16,14 

nfmbre de degrés de l i b e r t é  ......... 13 
X théorique ........................ 22,36 
Les valeurs calculées étant infér ieures  daas l e s  deux cas à ce l les  

de l a  tab le ,  on en conclut qu ' i l  n'y a pas d'hétérogénéité entre l e s  souches 

monoascosporées d'un même asque en ce qui concerne l eu r  agressivi té  e t  que par 

conséquent, il n'y a pas de classes à é t a b l i r .  

ün t e l  résu l ta t  nous amène à écarter  toute re la t ion  entre compati- 

b i l i t é  e t  pouvoir pathogène. Par conséquent, l 'é tude des caractères culturaux 

des 17 souches se l imitera  à l a  recherche de l a  poss ib i l i t é  de différencier  l e s  

tha l l e s  de signe (+) e t  (-1 a ins i  qu'à carac tér i ser  l ' i s o l a t  t r è s  agressif .  

3 )  RECHEBCHE DE CRITERES CULTURAUX POUVANT MIfiE EN RELATION AVEC 
LE SIGNE DES THALIlES COMPATIBLES ET L'AGRESSIVITE DE L'ISOLAT 
DE SIGXE (+)  

a )  aspect des cul tures  sur Carotte : 

La plupart des souches monoascosporées a ins i  que 1' i so la t  de si- 

gne ( - )  se présentent sous l a  forme d'une trame mycélienne compacte pigmentée de 

jaune e t  de vert s 'assombrissant en v i e i l l i s s a n t  ; l e  mycélium des souches 6 
(de signe +) e t  6' (de signe - )  e s t  beaucoup moins pigmenté. A première nie ,  il n 'y 

a pas de différences phénotypiques entre  l e s  souches compatibles. Par contre, 

pour l ' i s o l a t  agressif  de signe (+), l ' a spec t  de l a  cul ture  e s t  t r è s  différent  ; 

l a  nappe mycélienne e s t  nettement plus rase  e t  l'abondance des pycnides donne une 

t e i n t e  noirâtre  à l a  culture dès l e s  premiers jours du développement mycélien. 

La l ibera t ion  des conidies dans un mucilage rose provoque l a  formation caractéris- 

t ique de nombreuses pe t i t e s  plages colorées. 

En conséquence, l e s  d i f fé rents  tha l l e s  ne présentent aucun caractère 

pa r t i cu l i e r  pouvant ê t r e  r e l i é  à l 'hétérothallisme. 

b) croissance sur  des milieux naturels  gélosés : 

. ctradu.nce am rn.LGeu d'eau de Pome de tetvLe : l a  valeur moyenne 

du diamètre des colonies exprimée en mm e s t  figurée dans l e  tableau 2 .  



Tableau 2 : V d u  moyenne de la orr0Ahance de 15 houches nwno- 
uco~pof~éeA et de 2 Ao.eaA56 conutiwu de LeptosphaerYia macukns 
hc(h un miLieu d'eau de Pomme de t m e .  

Statistiquement, les souches peuvent être regroupées : 

-en deux classes pour le premier asque 

I l ( - )  ,3(-1 ,4(-) ,6(+) ,8(+) 1 et E2(+) ,5(-) ,7(+) 1 

Souche. (aigneduthrlie)  

OPdtn wyea 

~cut-type 

-en trois classes pour le second 

[ I I ( + )  ,7'(+)1 , [ 2 *  (+) ,3' ( - )  ,4' (+) 1 et C6' ( -1  , B I ( - )  1. 

La croissance des deux isolats est significativement très diffé- 

rente de celles des souches monoascosporées du premier asque uniquement. 

i : isolat conidien. 

i(+) 

45.6 

2.0 

Sur ce milieu et dans nos conditions de culture, les 17 colonies 
présentent beaucoup de similitudes avec en particulier un mycélium d'aspect 

laineux, légèrement brunâtre, 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 1' isolat agressif, elles se différencient en 

très grand nombre. 

Aucune relation ne peut être faite entre le signe des thalles 

compatibles, leur vitesse de croissance et leur aspect sur ce milieu ; d'autre 

part, hormis une forte pycniogenèse, l'isolat agressif ne présente aucun carac- 

tère phénotypique particuiier. 

i(-) 

51.1 

1.5 

2(+) 

36.1 

1.6 

1(-) 

39.2 

1.2 

3 - 1  

39.3 

1.6 

L(-) 

39.1 

1 . 1  

5(-1 

36.b 

1 . 1  

6(+) 

40.1 

1.6 

T ( + )  

35.0 

2.0 

a(+) 

h0.9 

1.9 

Ir (+)  

46.0 

2.3 

2'(+) 

38.5 

3.b 

3'(-1 

38.8 

2.3 

Lr(+) 

36.8 

3.2 

7'(+1 
,--, 

47.8 

2.5 

6'(-) . 
52 

2.0 

a'(-) .- 
50.9 

1.7 
A 



. ciro&dance duh &eu au ju6 V g  : Les r é su l t a t s  sont repré- 

sentés de l a  même façon que pour l ' e s s a i  précédent, dans l e  tableau 3. 

Tabkeau 3 : V d w t  moyenne de w & A a n c e  de 15 oouches mono- 
atsw~poaé'e4 eR: de 2 .bo&a& conidienb de  kptosphaeria m c u b  
AW un U i e u  au ju.6 V,. 

i : i so l a t  conidien. 

Les souches se  classent de l a  façon suivante : 

- pour l e  premier asque 

[1(-),3(-)1 - [2(+)1 - [4(-),5(-)1 - [6(+)1 - [7(+)1 - [8(+)1 

- pour l e  deuxième asque 

[ I I ( + )  ,3 ' ( - )  , T I ( + ) ]  - [2 ' (+ )  , 4 ' ( + )  ,6' (-),8'(-11. 

Sur ce milieu, l a  différence entre l a  vi tesse de croissance de l'i- 

sola t  agressif e t  ce l l e  des 16 autres  souches e s t  hautement s igni f ica t ive .  De 

plus ,  l a  colonie e s t  t r è s  différente  d'aspect : l e  mycélium brun-foncé se dé- 

veloppe régulièrement de façon t r è s  rase en fournissant une abondante pycnio- 

genèse, tandis que l e s  autres  souches, y compris l e  deuxième i s o l a t ,  s e  caracté- 

r i s e n t  par un mycélium duveteux, blanchâtre avec un anneau périphérique brun- 

orangé. La formation de secteurs a é t é  également observée chez une souche mono- 

ascosporée, l a  souche 1 '  ; tout  comme pour l e  milieu d'eau de Pomme de t e r r e ,  en 



présence de jus V8 on ne note aucune caractéristique particulière relat ive aux 

thalles compatibles ; par contre l ' i so l a t  agressif présente un phénotype t r è s  par- 

t icul ier .  

c )  relation avec l a  ~ycn io~énèse  : 

Le graphique 1 i l l u s t r e  l e s  diffirentes capacités des souches à spo- 

ruler sur l e  milieu d'eau de Po- de t e r re  ; l e s  valeurs indiquées représentent 

l e  nombre de conidtes par mi l l i l i t r e  de suspension. 

L'abondante pycniogenèse observée antérieurement pour 1 ' i sola t  

agressif à l a  lumière sur Carotte e t  également à l 'obscurité sur eau de Pomme de 

ter re  e t  jus Va est  c o n f i d e  dans cet essai. En ce qui concerne l e s  autres sou- 

ches, l a  variabil i té  de l a  sporulation est  t r è s  grande e t  rend imgossible toute 

relation avec 1 ' hétérothallisme. 

(+) e t  ( - )  : signes des thal les 
i. : i sola t  conidien 
1 : valeur de 1 'écart-type. 
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IV. DISCUSSION 

Les résu l ta t s  obtenus avec des souches monoascosporés de Leptos- 

phaeria macuZans concordent avec ceux des travaux de CUNNINGHAM e t  POUND en par- 

t i c u l i e r  qui ont é t é  réa l i sés  avec des i s o l a t s  e t  des souches monoconidie~es 

de Phom Zinguam. 

&es souches plgno&scosporée-s présentent - - - - 
donc une grande --y- var iab i .  

l i t 6  de leur  - vitesse - de -.. croissance, - -  ----.-a- de l e u r  -sxxr-ulat ion e t  de l eu r  pouvoir pa- 

thogène. HüGHES constatai t  déjà en 1933 qu'on ne pouvait r e t en i r  l e  pouvoir 
& 

pathogène comme critè.re de différenciat ion entre  des souches de Phoma Zingucmi. 

D'une autre manière en ayant recours à une méthode s t a t i s t ique ,  nous confirmons 

ce point de vue en démontrant qu'on ne peut é t a b l i r  de classes  d is t inc tes  en t re  ' 

l e s  ascospores d'un même asque de Leptosphaeria macuZm, en se basant sur l e  

seul c r i t è r e  d 'agressivi té .  Toutefois, il semble ex i s t e r  chez Leptosphaema ma- 

cub2s un type de t h a l l e  t r è s  fortement pathogénique en conditions expérimenta- 

l e s ,  possédant des caractér is t iques cul turales  par t icu l iè res  t r è s  différentes  

de ce l les  de souches monoascosporées. La d is t inc t ion  e s t  ne t t e  sur Carotte e t  

sur un milieu au jus V8 : on observe toujours une abondante pycniogenèse e t  une 

pigmentation brun foncé à noir de l a  culture.  Nous avons eu l 'occasion de com- 

parer Çette souche avec un i s o l a t  t r è s  agressif  provenant de Choux malades cul- 

t i vés  dans l a  région du Wisconsin:: (Etats-unis). Cet i s o l a t  présente l e s  mêmes 

caractér is t iques culturales que l e  nôtre. Une autre  souche fortement pathogène, 

isolée ce t te  fo i s  à p a r t i r  de pieds de Colza nécrosés, a é t é  récemment décri te  

au Canada comme présentant de t r è s  grandes analogies avec l a  souche "~ i scons in"  

(PETRIE, 1978). 

Tout ceci semble donc confirmer - 1 ' exist ~QCJC CJCcl!-un phénotype a p e s -  
. . - .  . -- . 

s i f  chez Leptosphaeria macuZans ; étant donné l 'absence quasi t o t a l e  de simili tude 
_ma-.- - 

culturales entre  cet  i so la t  e t  l e s  souches monoascosporées e t  en raison de s a  

nature hétérothallique , nous pouvons supposer que c e t t e  souche résu l te  plutôt  

d'une mutatizn que d'une hétérocaryose. 

:: Naub /remmdvls vivemenit Le P w a a b  ewr P. il. MAXWELL, de 1' U n i v m L t Z  de 
Mlzdiban ( E m  -  uni^ ) , de mud a v o h  p m  cunE ce;t.te bouche. 



Dans ce t t e  étude de l a  biologie du Champignon, nous avons mis en 

évidence l 'exis tence d'un hétérothallisme bipolaire chez Leptosphaeria macukns. 

Malheureusement, aucun rapprochement ne peut ê t r e  é t a b l i  entre l e s  deux types 

de tha l l e s  compatibles e t  certains caractères culturaux. 

V .  CONCLUSION 

Leptosphaeria macuZans e s t  un Champignon présentant une t r è s  

grande v a r i a b i l i t é  de ses  souches monoascosporées, excepté pour l e u r s  caractè- 

r e s  phénotypiques qui sont assez voisins. En outre,  l e  Champignon e s t  capable 

de produire naturellement un t h a l l e  t r è s  agressif  dont l e  phénotype se diff'é- 

rencie nettement de celui  des souches ~ récéden tes  sur ~ e r t a i n s  milieux. sous 

disposons donc d'une souche t r è s  agressive pour la  su i t e  de notre expérimen- 

tation. Dans llinmiédiat, nous nous proposons dldtudier  son influence, en con- 

d i t ions  contrôlées, sur diverses espèces cultivées du genre Brassica, a f in  de 

savoir s i  toutes présentent l a  même sens ib i l i té .  



Phalta I : 

Aspect de l a  souche monoascosporée 1 ' sur l e  milieu au jus Va 

à 1 8 O c  e t  à l 'obscuri té .  Noter l a  formation de secteurs e t  l e s  

deux phénotypes tras distincts obtenus ( 1 e t  2 )  ( 1 : phhotype 

caractéristique d 'une souche monoascosporée ) . 

P h o a  2 : 
Phénotypes des deux i s o l a t s  conidiens de signe (+) e t  (-) et  d'une 

souche monoascosporée sur un milieu au jus Va, à 1 8 O ~  e t  à l 'obs- 

curité.  

(+) : i s o l a t  agressif .  





CHAPITRE I I : ETUDE EPID~MIOLOGIQUE DE LA MALADIE 
DE LA NÉCROSE DES CRUCIFERES EN CONDITIONS CONTRÔLÉES 

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

L'objectif principal de cette étude est d'analyser, en conditions 

contrôlées, l'influence de deux paramètres, le génotype et la température, sur 

le devenir de la maladie de la nécrose des Crucifères à la suite d'une infection 

par des pycniospores de Phorna Zinguam. 

Nous avons choisi comme plantes-hôtes, trois espèces cultivées du gen- 

re Brassica : deux espèces diploïdes, le Chou, Brassica oZemcsa L. (2n = 18, 

x = 91,  la Navette, Brassiea' campestris L. (2n' = 20, x' = 10) et une espèce 

allotétraploïde naturelle résultant du croisement entre les deux précédentes, 

le Colza, Brassica n q u s  (Zn = 38, 2x + 2x1 = 18 + 20). Les variétés de Colza 

sont connues pour présenter une gamme très large de sensibilité à la maladie, 

aussi nous a-t-il paru particulièrement intéressant de savoir si les deux espè- 

ces parentes possèdent des gènes de résistance. 

L'expression de ces gènes de résistance est-elle soumise à certaines 

conditions de température ?. Ce second aspect de notre étude a été abordé en 

fixant de façon constante deux températures d'incubation, lbOc et 2b0c, afin de 
comparer le comportement d'un cultivar très résistant de Colza d'hiver à une 

température voisine de celle des conditions naturelles de culture et à une 

température beaucoup plus élevée . 



Le choix des pycniospores plutôt  que des ascospores comme source 

d'inoculum es t  j u s t i f i é  pour deux raisons. La première e s t  q u ' i l  e s t  t r è s  f ac i l e  

e t  rapide d'en obtenir d'importantes quantités en culture pure, ce qui n 'es t  

Pas toujours l e  cas pour l e s  ascospores, l e s  mécanismes de l a  reproduction sexuée 

du Leptosphaeria maculans restant  souvent d i f f i c i l e s  à contrôlgr. La secon- 

de raison e s t  que cer tains  aspects fondamentaux concernant l e  pouvoir infectieux 

des conidies, en conditions contrôlées, sont encore m a l  connus. Bien avant l a  mise 

en évidence du r ô l e  fondamental joué par l e s  ascospores dans l e  développement épi- 

démique de l a  maladie, d'abord en France (LACOSTE e t  al. , 1969 ; BRUNIN, 1970 ; 

BRUNIN e t  LACOSTE, 1970) puis à 1 'étranger (Mc GEE e t  EMMETT, 1977 ; Mc GEE, 

1977) , l e s  pycniospores avaient é t é  rendues responsables de l a  propagation de 

l a  maladie (WAIXER, 1922) e t  avaient permis l a  reproduction de symptômes à l a  

s u i t e  d'inoculations a r t i f i c i e l l e s ,  réal isées  malheureusement dans des condi- 

t ions  t r è s  mal. définies (HUGHES, 1933 ; POUND, 1947 ; CRUICKSHANK e t  PALMER, 1954). 

S i  l e  pouvoir contaminant des pycniospores ne f a i t  plus de doute (ALABOUVETTE 

e t  al. , 1974) ; WOOD e t  BARBETTI, 1977) , par contre l eu r  rô le  dans l a  pro- 

pagation de l a  maladie e s t  f o r t  discuté (Mac KAY, 1956 ; ALABOWETTE, 19693. 

Toutefois, il semble que l e s  pycniospores, l ibérées  à p a r t i r  des pycnides for- - 
mées sur des macules cotylédonaires e t  f o l i a i r e s  consécutivement à une inocula- 

t i o n  a r t i f i c i e l l e ,  soient effectivement capables d 'attaquer des plantes voisines 

non inoculées e t  d'y provoquer des nécroses. Mais l e s  e f fe t s  ne se remarquent 

que dans un rayon de 90 cm e t  décroissent t r è s  rapidement* au f'ur e t  à mesure 

que l a  distance séparant l e s  plantes non inoculées du foyer dtinfec.tion aug- 

mente (BARBETTI, 1976). Par conséquent, l e  pouvoir de dispersion des conidies 

ex is te  , mais demeure extrêmement f a ib l e  comparativement à ce lu i  des as CO spores 

( ALABOUVETTE e t  ' BRüMIN, 1970) . 
Etudiant l e  pouvoir infect ieux des pycniospores e t  l a  résistance va- 

r i é t a l e  en conditions naturel les  e t  contrôlées, ALABOUVMlTE ne parvient pas, 

dans l e  second cas,  à c lasser  l e s  var ié tés  de Colza dans l e u r  ordre de sensibi- 

l i t é  e t  conclut que l a  sens ib i l i t é  var ié ta le  ne peut ê t r e  valablement étudiée 

que dans des conditions normales de cul ture  (ALABOWETTE e t  a l . ,  1974). Cette étude 

mérite d 'ê t re  repr i se  e t  approfondie pour savoir s i  des infections réa l i sées  

en conaitions contrôlées permettent ou non d ' é t ab l i r  un classement de lignées 

de Colza d'après l eu r  sens ib i l i té .  



II. M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1 ) ESPECES VEGETALES UTILISEES 

Nous avons choisi pour l'expérimentation 4 var iétés  de Chou en pre- 

nant un cu l t ivar  de chaque, un cu l t ivar  de Navette e t  deux cul t ivars  de Colza 

oléagineux d'hiver connus pour l eu r  sens ib i l i t é  t r è s  différente  au Champignon. 

Ces variétés  sont l e s  suivantes : 

- BrassZca oZeracea L. 

. var. capitata L. f .  rubra ( Chou rouge) cu l t ivar  "Tête de Nègre", 
graines Clause ; 

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

. var. gemnifera DC. (Chou de Bruxelles), cu l t ivar  ex na go or", graines 
Clause ; 

. var. sabauda L. ( Chou de Milan) cul t ivar  "de Pontoise", graines 
Clause. 

- Brassica cmes. tr is  L. 

. (Navette) - cul t ivar  "Daisy" ; ce cu l t ivar  e s t  un tétraploïde ob- 
tenu expérimentalement ; 

- Brassica navus L. 

. var. oleifera (DC. ) Metzger, ( Colza), cu l t ivars  :'"Rgl' t r è s  rés i s -  
t a n t ,  obtention des Etablissements Ftingot 

' "Expander" t r è s  
sensible,  obtention des Etablissements Dippe. 

2 )  CONDITIONS DE CULTURE 

Toutes l e s  graines de Chou sont au préalable désinfectées à l ' e a u  

chaude, 20 minutes à 5 4 ' ~  (NORTON, 1919). Les semis sont f a i t s  en pots de section 

carrée de 12 cm de côté,  remplis de t e r r e  d i t e  de bruyère "Fertiligène", supporf; 

végétal à base de Sphaignes, de pH = 5 e t  renfermant 22 $ de matière organique. 

Les pots sont placés à 14O~, en microphytotrons de 1 m3 "Sapratin" , équipés cha- 

cun de 2 lampes à iodure métallique "Osram" de 400 watts éclairant  l e s  cultures 

à raison de 12 heures de lumière par jour. 



Aussitôt après leur  levée, l e s  plantules reçoivent quotidiennement une 

solution nut r i t ive  ; sa composition e s t  é tab l ie  de façon à obtenir un rapport 

entre  l e s  éléments N/P/K/Mg/S égal à 15/15/20/2/5. La valeus du rapport N/P/K e s t  

t r è s  proche de ce l l e  des engrais composés que l ' o n  fournit  aux Colzas d'hiver 

au début de leur  croissance. La composition de l a  solution e s t  complétée par un 

apport d'oligoéléments : f e r  chdlaté, zinc, cuivre e t  bore dont l e s  concentrations 

respectives sont cel les  indiquées dans l a  formule du milieu de Roagland (HOAGIAND, 

e t  SNYDER, 1933). La solution nu t r i t i ve  e s t  composée des éléments suivants : 

- kcroéléments (mg)  

NH NO .......................... 1425 
4 3 .................. c ~ ( N O ~ ) ~ ,  4 ~ ~ 0  2107 

....................... D2pOq.. .1435 

- Oliméléments (mg) 

,, FeS04, m20 complexé avec de 1'EDT.A Na2 .  50.10 - 3 
\ - 

3) REALISATION DU COMPLEXE HOTE-PARASITE 

Les plantules sont contaminées au stade cotylédonaire, 10 jours après 

l e  semis, par pulvérisation avec une suspension de pycniospores de l a  souche t r è s  

agressive, renfermant 105 conidieç par m i l l i l i t r e .  Cette suspension de conidies 

e s t  obtenue à p a r t i r  de cul tures ,  en tubes pyrex 25 x 200, effectuées à 1 8 ' ~  en 

présence de 12 heures de lumière par  jour sur un milieu d'eau de pomme de t e r r e  

à 50 g / l ,  glucosé à 1 %, enrichi à 1 $ en e x t r a i t  de levure, e t  gélosé à 1,5  %. 
Les conidies sont recuei l l ies  au bout de 10 jours de cul ture  par lavage du q- 

célium avec de l ' eau  d i s t i l l é e  s t é r i l e ,  à l ' a i d e  d'un mélangeur tourbi l lon e t  nu- 

&rées avec un hématimètre. 

De l ' e a u  d i s t i l l é e  e s t  pulvérisée sur l e s  plantes témoin. Une heure 

avant 1' inoculation, l a  température e t  1 'humidité re la t ive  des enceintes sont por- 

t ées  respectivement à 20°C e t  à saturation ; ces conditions sont maintenues 



pendant 24 heures. La température e s t  ensuite f ixée perdant toute l a  durée de 

l 'expérience s o i t  à lhOc, so i t  à 24Oc, e t  l'hygrométrie ramenée à 85 %. Pour 

chaque cul t ivar ,  50 plantules environ ont é t é  contaminées e t  l e s  essa is  ont é t é  

répétés 3 fois .  

L'évolution de la  maladie e s t  suivie  pendant une durée variable,  dé- 

pendante de l a  température, correspondant dans l e s  deux cas au temps de cul ture  

nécessaire pour obtenir des plantes au stade 9ème feu i l l e ,  so i t  12 semaines à 

1 4 * ~  e t  8 semaines à 24OC. La sens ib i l i t é  des différentes  var iétés  e s t  estimée 

d'après : 

- l ' a spec t  des macules cotylédonaires e t  l e  nombre de plantes 
présentant ce symptôme ; 

- l e  nombre dlhypocotyles nécrosés. 

1) INCUBATION A lkOc 

a )  macules cotylédonaires : 

Les premières mcules  apparaissent sur  l e s  cotylédons des Choux uni- 

quement, dès l e  10ème jour d'incubation, sous l a  forme d'une plage brunâtre, d i f -  

fuse ; 2 jours plus t a rd ,  on commence à l e s  observer sur l e  cul t ivar  de Colza 

''Expander" . 
Lféwlu t ion  e s t  ensuite rapide chez l e s  4 variétés  de Chou. Au 

15ème jour d'incubation, toutes l e s  plantules sont maculées ; l e s  macules s'éten- 

dent progressivement à la  surface du cotylédon, l e s  t i s s u s  se  dessècnent forte- 

ment e t  un début d'amincissement des pét ioles  commence à s'observer. De nom- 

breuses pycnides se forment sur  l e s  par t ies  f l é t r i e s .  

Pour l e s  Colzas e t  l a  Navette, ce t t e  évolution e s t  différente .  Les 

macules formées sur l e s  cotylédons du cul t ivar  "Expander" ont un aspect diffé- 

rent  de ce l l e s  observées sur l e s  Choux ; e l l e s  s e  présentent sous l a  forme d'une 

tache nécrotique typique, brunâtre, c i rcu la i re ,  accompagnée d'une c ~ o r o s e  des 

t i s s u s  périphériques, e t  ont un aspect translucide à l a  lumière. Maigré sa sen- 

s i b i l i t é ,  on dénombre moins de plantules maculées chez ce cul t ivar  que çhez l e s  



variétés  de Chou dans l e s  15 premiers jours suivant l a  contamination. Ce n 'es t  

qu'au bout de 27 jours d'incubation que l e s  symptômes s'étendent à l a  quasi 

t o t a l i t é  des plantes. Pour l e  cu l t iva r  " R ~ "  e t  l a  Navette, rares  sont l e s  cotylé- 

dons maculés sur lesquels on n'observe en général qu'une seule p e t i t e  tache né- 

crotique, beaucoup moins large que c e l l e  formée sur l e s  cotylédons du cul t ivar  

"~xpander '~.  

Le symptôme cotylédonaire évolue donc différemment en aspect e t  en 

in t ens i t é  pour l e s  3 espèces considérées. Les 4 variétés  de Chou se distinguent 

nettement des var ié tés  de Colza e t  de Navette par l ' appar i t ion  plus précoce e t  

plus importante de macules présentant, en outre,  un aspect différent .  Toutefois, 

l a  maladie prend pratiquement l e s  mêmes proportions chez l e  cu l t ivar  t r è s  sen- 

s ib l e  de Colza que chez l e s .  Choux. Qua,nt au cul t ivar  de Colza "Rgl' e t  à l a  Na- 

ve t t e ,  tous deux manifestent une ne t t e  résistance qui s e  t r adu i t  par l a  formation 

t a ~ d i v e  e t  en moins grand nombre de t r è s  p e t i t e s  macules. 

b)  nécrose des hmocotyles : 

L'évolution de ce symptôme chez l e s  3 espèces e s t  pratiquement iden- 

t ique à ce qui vient  d 'ê t re  déc r i t  pour l a  formation des macuies cotylédonaires. 

Les nécroses apparaissent tout  d'abord sur l e s  hypocotyles des Choux, aux envi- 

rons du 25ème jour dl incubation, a lors  que l e s  hypocotyles du cul t ivar  "~xpander" 

présentent des débuts de nécrose plus tardivement e t  surtout dans une pro- 

portion beaucoup plus faible .  Les premières nécroses ne se forment généralement 

pas au co l l e t ,  mais p lu tô t  dans l a  région supérieure de l'hyyocotyle, juste  sous 

l e  noeud cotylédonaire. Ceci a déjà  é t é  observé par ALABOIRECTE à l a  su i t e  d'ino- 

culations a r t i f i c i e u e s  par pycniospores (A.L&~OWETTE, 1969). Par contre, l e s  né- 

croses plus tardives se loca l i sent  pratiquement toutes  au c o l l e t .  Au bout de 

3 mois d' incubation, tous les Choux présentent des nécroses très profondes, de 

nombreux col le t s  sont sectionnés ; l a  plupart des plantes f l é t r i s s e n t ,  certaines 

sont même totalement desséchées. Parmi l e s  quelques plantes que l e  Champignon 

n'a pas encore gravement perturbées, on note souvent une extension de l a  nécrose 

a l 'épicotyle  e t  au pét iole  de l a  première feu i l le .  Parfois même, celle-ci ga- 

gne l a  région apicale e t  donne l i e u  à l a  formation d'un second bourgeon apical  ; 

ce t te  néoformation ne s ' e s t  toutefois  produite qu'une seule f o i s  au cours de 

nos différentes  expérimentations. Par contre, il es t  t r è s  fréquent d'observer 



l a  formation de racines adventives l e  long de l'hypocotyle, mais également au ni- 

veau du noeud cotylédonaire. Cette rhizogenèse prend parfois  un développement 

inattendu, puisque dans quelques cas,  l e s  racines néoformées au noeud cotylédo- 

naire sont capables de s 'allonger suffisamment e t  de gagner l e  substrat  dans l e -  

quel, ensui te ,  e l l e s  se  développent. Cette attaque s'accompagne, en plus,de 

graves symptômes fo l i a i r e s ,  surtout au niveau des premières f eu i l l e s  où l e  Cham- 

pignon provoque t r è s  souvent l a  nécrose des t i s s u s  périphériques de l a  nervure 

centrale sur toute l a  longueur de l a  f eu i l l e .  Ces e f f e t s  secondaires n'ont jamais 

é t é  observés pour l e s  Colzas e t  l a  Navette pendant l a  durée de 11exp6rimentation, 

bien que l a  formation de racines sur des pivots nécrosés de Colza s o i t  couram- 

ment observée, en champ ; quelques macules fo l i a i r e s  typiques sont tout  au plus 

obtenues e t  ceci  sans aucune r e l a t ion  d i rec te  avec l a  sens ib i l i t é  m i 6 t a ï e .  

Nous avons i l l u s t r é  dans l e s  graphiques 2 e t  3,  l révolu t ion  

de l a  maladie à 1 4 O C  chez l e s  3 espèces différentes  en représentant l e  pourcen- 

tage de plantes porteuses de macules cotylédonaires à 2 temps d'incubation diffé-  

rents  (graphique 2) e t  l e  pourcentage d'hypocotyles nécrosés 3 mois après l a  

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

&utphique 2 : E v o U o n  du powrcentage de p&n;ted patr;teues 
de mxcuLed c o ~ l é d o n a h a  chez 3 e6pèce6 & g w  Brassica 
aphh 75 e;t 27 jowrd d ' i ~ c u b a t h n  à 7 4 O C .  

CE : cul t ivar  de Chou de 
Bruxeïles 

CR : cul t ivar  de Chou rouge l 
CF : cul t ivar  de Chou-fleur I 
CM : cul t ivar  de Chou de Milan I 

CoE : cul t ivar  de Colza !'Ekpandert~ 

l COR : cul t ivar  de Colza "Rg" I 
N : cul t ivar  de Navette 



Ghapkique 3 : Pawcen;Orge de plante6 nécnadéa  chez 3 espèceb 
du q m e  Brassica aptreb 3 mod d ' incubaLion à 14'C. 
(même légende que l e  graphique 2 ) .  

2) INCUBATION A 24OC 

a )  macules cotylédonaires : 

A c e t t e  température, l a  maladie évolue de l a  m&e façon qu'à 

1 4 ' ~  mais beaucoup plus rapidement ; l e s  premières macules cotylédonaires appa- 

raissent  d'abord sur l e s  Choux dès l e  7ème jour d'incubation e t  sont généralisées 

à l'ensemble des plantules 4 jours plus t a r d  tandis  que l e s  premiers cotylédons 

maculés a ins i  que leur  pé t io le  commencent à f l é t r i r .  La première f e u i l l e  pré- 

sente également des macules beaucoup plus t ô t ,  en général à p a r t i r  du 15ème jour. 

Comme à 14OC, l e s  symptômes cotylédonaires ne se  développent 

sur l a  variété sensible de Colza qu'un à deux jours après l eu r  formation sur 

Choux ; mais l 'évolut ion e s t  i c i  beaucoup plus rapide, toutes l e s  plantules étant  

maculées au bout de 15 jours d'incubation. 

Pour l e  cu l t ivar  r é s i s t an t  de Colza e t  l a  Navette, l e s  ré- 

s u l t a t s  sont particulièrement intéressants .  L'élévation de température provoque 

chez ces deux variétés  à l a  fo i s  un accroissement de l a  vi tesse d'action du 

Champignon e t  une augmentation de l a  sens ib i l i t é  des cotylédons qui se  tradui- 

sen t ,  15 jours après l a  contamination, par l 'obtent ion dl& nombre de plantes ma- 

culées beaucoup plus élevé qu'après 27 jours d'incubation à lk°C. En outre ,  à 

p a r t i r  de ce t t e  date,  l a  t o t a l i t é  des cotylédons contaminés présente un début de 

flétrissement sur toute l eu r  périphérie e t  par l a  su i t e ,  l e  symptôme gagne l a  

majeure par t ie  de l a  surface de l 'organe. Ce processus e s t  une manifestation 

atypique de l ' ac t ion  du Champignon sur l e s  cotylédons e t  pour ce t t e  raison, nous 

n'avons tenu compte que des plantules présentant des macules caractér is t iques pour 

l ' in te rpré ta t ion  graphique des résu l ta t s .  



b) nécrose des h?ri3ocotyles 

Comme précédemment pour l e s  macules cotylédonaires, 1 'attaque 

du Champignon se manifeste par une nécrose plus précoce, plus rapide e t  plus  

importante des iiypocotyles, Les premiers symptômes pouvant ê t r e  observés au  bout 

de 15 jours sur  l e s  Choux e t  3 semaines sur l e  cu i t ivar  de Colza "Brpander". Le 

paras i te  provoque également chez l e s  Choux l e s  mêmes penurbat ions e t  l e s  mêmes 

traumatismes qu'à 1k0c ; toutefois ,  l e s  pycnides se  différencient plus rarement 

e t  uniquement sur des hypocotyles t r è s  fortement amincis. 

Les répercussions de l 'é lévat ion de température sur l a  sen- 

s i b i l i t é  des hypocotyles du cirltivar de Colza "Rg" e t  de l a  Navette sont ident i -  

ques à ce l l e s  observées pour l e s  cotylédons. ni e f f e t ,  au même stade végétat i f  

qu'à 14 '~ ,  l e s  nécroses sont en moyenne 5 à 7 f o i s  plus nombreuses, l e s  pivots  

l e s  plus a t t e i n t s  présentant souvent de profondes échancrures. 

Les résultats de l 'agression paras i ta i re ,  à 2 4 ' ~ ~  sur l e s  

cotylédons e t  l e s  hypocotyles des var iétés  des différentes  espèces sont regrou- 

pés dans l e s  graphiques 4 e t  5 .  

Gmpiupues 4 et 5 : Powcentrge de pXanteb pohteues de mucLLee6 
co;Cy.tédonaineb, Il   OUM apn& lrU1OclLeatiOn (gmphque 4) e t  de 
p&ntes n é m h é - 4 ,  8 semaine6 apnh l 1 u t o W u n  (gmpYrphigue 5 )  
a 2 4 O C  chez 3 espèces du g m  Brassica. 
(même légende que l e  graphique 2 ) .  
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3 )  SENSIBILITE VARIETALE DES COTYLEDONS DE COLZA 

Cette étude de l ' inf luence du génotype e t  de l a  température 

sur l 'évolution des symptômes de l a  maladie permet de constater qu'à basse 

température, on peut nettement différencier  l a  sens ib i l i t é  de cu l t ivars  de Colza 

non seulement par l e  dénombrement des nécroses au bout de 3 mois d'incubation, 

mais également en suivant l 'évolut ion du symptôme cotylédonaire. Ceci e s t  par t i -  

culièrement vra i  pour 2 cu l t ivars  de sens ib i l i t é  t r è s  différente  comme l e  sont 

"Fzqander" e t  "Rgl' ; en e s t - i l  t ou t  autant pour d 'autres  cu l t ivars  dont l e s  dif-  

férences de conportement en champ sont moins d is t inc tes  ? Pour l e  savoir,  nous 

avons contaminé dans l e s  mêmes conditions que ce l les  décri tes  précédemment, 8 

cu l t ivars  de Colza, l'ensemble présentant une gamme t r è s  large de sens ib i l i t é  

à l a  maladie "%", t r è s  r é s i s t an t  ; ''R30" e t  "Marcus", r é s i s t an t s  ; "Major", 

assez sensible ; "Primor", sensible ; "Rapol", "Expander" e t  "Eurora", t r è s  

sensibles. Comme témoin extrêmenent sensible, nous avons choisi  l a  var iété  de 

Chou rouge "Tête de Nègre". Les plantules porteuses de macules cotylédonaires 

ont é t é  dénombrées après 25 jours d'incubation e t  l e s  essa is  ont é t é  répétés 

au moins 3 fois .  Nous avons d'abord vér i f ié  l'homogénéité des r é su l t a t s  pour 

chaque cul t ivar  par l a  méthode du t e s t  x2 de PEARSON ; l e s  valeurs du x2 ca1cULé 

comparées à ceU.es de l a  tab le  aii seu i l  de 5 5 sont regroupées dans l e  tableau 

ci-dessous : 

TabLeau 4 : CompamAon en&e W v u L w  du X' & d é  et 
c&u de .ta $&de, au a d  de 5 %, p o u  chaque ciLLetivah. 

x2 calculé x2 de l a  tab le  degrés de Variétés au seu i l  de 5 $ l i b e r t é  -------- - - - -  ----------- ----------- 
R9 8919 19,68 11 

R30 4,40 11,07 5 

Marcus 3,58 11 ,O7 5 

Major 24,9 14,0'7 7 

Primor 0,35 11 907 5 

Rapol 4,05 11 ,O7 5 

Bpander 2,38 14,07 7 

Eurora 1,28 11,07 5 



A l 'exception du cul t ivar  "Major" que nous avons dû écar te r ,  

l e s  valeurs du x2 calculé sont nettement inf i r ieures  à cel les  de l a  table ,  l e s  

r é su l t a t s  des différentes  répét i t ions sont donc homogènes. En prenaat l e s  cu l t i -  

vars deux à deux, nous awns  constitué 6 couples "R e t  R30", l1 

9 
R30 e t  k r c u s l ' ,  

"Marcus e t  Primor", "Primor e t  Rapol", "Rapol e t  Expander", "Expander e t  Euroca", 

auxquels nous avons soumis l e  t e s t  x2. Les r é su l t a t s  obtenus sont reportés dans 

l e  tableau 5. 

Variétés x2 de la  t a b l e  degrés de X' au s e u i l  de 5 % l i be r t é  - ---------------.----------.-------- -------- < ------- - - - -  

Ma;rcus -Primer 

Primor-Rapol 

Rapol-mander 

Expander-Eurora 

Pour l e s  couples " Ekpander-Euroral' e t  1'R30-Marcus l1 unique- 

ment, l e  x2 calculé e s t  infér ieur  à celui de l a  tab le ,  l e s  cul t ivars  ne sont 

donc pas diff'érents au sein de chaque association. 

Les 7 cu l t ivars  de Colza peuvent, par conséquent, ê t r e  rangés 

dans 5 classes d is t inc tes  de sens ib i l i t é  croissante : "Rgf1 < 1'R30-Marcus1' < 

"Primorl' < "Rapol" < "Fxpaader-Eurora". Cette hiérarchisation e s t  t ou t  à f a i t  

conforme au classement é t a b l i  d'après l e s  données agronomiques que nous avons 

pu r e c u e i l l i r .  
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I V .  DISCUSSION 

Il ressort  de ce t t e  étude q u ' i l  exis te  de t r è s  net tes  diffé- 

rences dans l e  comportement à l a  maladie entre  l e s  var iétés  appartenant aux 3 

espèces étudiées. Les 4 variétés de Chou manifestent, en e f f e t ,  une extrême 

sens ib i l i t é  au Champignon, caractérisée par  une apparit ion précoce des symptômes 

a ins i  que par une attaque particulièrement sévère, généralisée à l'ensemble des 

plantes,  quelle que s o i t  l a  température. La comparaison entre  l 'évolut ion de l a  

maladie chez c e t t e  espèce e t  l e  cul t ivar  t r è s  sensible de Colza "Expander" e s t  

s ignif icat ive e t  permet de supposer que l e s  var iétés  de Chou sont également dé- 

pourvues de gènes de résistance. Toutefois, l e  parasi te  se manifeste moins ra- 

pidement chez l e  Colza sensible. Ce re ta rd  n le s t  guère important en ce qui con- 

cerne l a  formation des macules cotylédonaires, de l ' o rd re  de 1 à 2 jours, mais 

l e  devient nettement lo r squ ' i l  s ' a g i t  des nécroses des hypocotyles. De plus,  dans 

ce cas, l ' a t taque  a t t e i n t  un degré moindre, tout au moins au terme des premiers s 

mois d'incubation e t  surtout 8 basse température. Les modifications s t ructurales ,  

qual i ta t ives  e t  quantitatives,  engendrées par l 'hybridation au niveau des cons- 

t i t uan t s  ce l lu la i res  sont vraisemblablement à l ' o r ig ine  du re ta rd  mis par l ' a -  

gent pathogène à a l t é r e r  l e s  t i s s u s  de ce t  hôte, même s i  celui-ci  e s t  classé 

comme sensible. On peut également fournir une autre  explication de c e t t e  dispa- 

r i t é  entre l e s  deux espèces sensibles dans l e  f a i t  d'une plus grande spécialisa- 

t ion '  de l a  souche agressive vis-à-vis des Choux, étant donnée qu 'e l le  a é té  i so lée  

à p a r t i r  de Choux de Milan malades. Mais, quelle que s o i t  l ' expl ica t ion  à donner, 

l a  plus grande sens ib i l i t é  des var iétés  de Chou nous a amené à r e t en i r  l 'espèce 

Brassica oleracea plutôt  que l e  cu l t ivar  de Colza "Expander", pour l a  su i te  de 

nos investigations sur l e s  mécanismes d 'act ion du Champignon chez un hôte t r è s  

sensible. 

Cette étude a également permis de v é r i f i e r  qu' en fonction de I 
l 'espèce inoculée, l e s  pycniospores de Phorna Zinguam possèdent un pouvoir haute- I 
ment infectieux ; pourtant ce pouvoir est généralement considéré comme assez l 
nettement infér ieur  à celui des ascospores de Loptusphaeria macukm (ALABOUVETPE 1 
e t  a l . ,  1974 ; WOOD e t  BAREETTI, 1977). 

Contrairement à ce QU ' avai t  conclu ALABOWETTE ( ALABOWETTE , 
c t  al., 1974), il es t  possible d ' é t a b l i r  un classement valable de cul t ivars  de Col2 1 



à l a  su i t e  d'inoculations a r t i f i c i e l l e s  e t  en conditions contrôlées. La condi- 

t ion  nécessaire e t  suff isante  e s t  d'opérer à une température constante r e l a t i -  

vement basse. A 1 4 ' ~ ~  après une période d'incubation courte, infér ieure à 1 mois, 

il e s t  possible de différencier  significativement l a  sens ib i l i t é  des cul t ivars  

en se  basant uniquement sur l e  pourcentage de plantes porteuses de macules coty- 

lédonaires. Nous devons mentionner que ces observations vont à l 'encontre de 

ce l les  d'auteurs (THURLING e t  VZïlN, 19771, qui soulignent que l a  sens ib i l i t é  

des cotylédons ne constitue pas un c r i t è r e  de sélect ion suffisamment valable. 

La contamination des plantules ne s e  t radui t  pas toujours par l a  formation de 

macules sur l e s  deux cotylédons, il arr ive  parfois  qu'un seul présente des 

symptômes ; ceci explique pourquoi nous avons dû t e n i r  compte, pour l e  r é su l t a t  

f i n a l ,  du nombre de plantules maculées plutôt que des cotylédons. 

La vi tesse d 'act ion du Champignon chez un hôte t r è s  sensible 

e s t  fonction de l a  température d'incubation ; une élévation de température pro- 

voque inévitablement une accélération du processus infectieux concrétisée par 

une apparition plus précoce des symptômes. Nos observations concordent sur ce 

point avec ce l l e s  de BARBETTI (BARBETTI, 1975). Chez un hôte rés i s tan t ,  en 

l'occurence l e  cul t ivar  de Colza "R ", l ' e f f e t  d'une basse température e s t  net : 
9 

extér ior isat ion plus tardive e t  moins importante des symptômes. Par contre, 

l ' e f f e t  de l ' incubat ion à une température é levée , '2h0~,  e s t  particulièrement in- 

téressant ,  car  il révèle une atténuation de l a  résis tance à l a  maladie. A un sta- 

de identique de l eu r  développement vggétatif ,  . l e s  plantes maculées puis nécm sées 

sont beaucoup plus nombreuses qu'à 1b0c, mais l e u r  nombre demeure toutefois  

infér ieur  à ce lu i  obtenu avec une plante sensible. Par conséquent, chez l e  Colza, 

l 'expression des gènes de résistance e s t  étroitement conditionnée par l e s  basses 

températures. Le comportement de l a  Navette " ~ a i s y "  qui e s t  analogue à ce lu i  

de "Rg" apporte l a  confirmation de ce résu l ta t .  Toutefois, il ne faut pas en 

conclure que tous l e s  cul t ivars  de Navette sont r é s i s t an t s  au Phoma linguam, 

bien au contraire. Comme l e s  Colzas, i l s  présentent une la rge  gamme de sensi- 

b i l i t é  à l a  maladie (TEURLING e t  VENN, 1977). 



Avec un isolat très agressif de Pham zinguam, nous avons 

pu différencier b 2 températures, 1h0c et 24OC, la sensibilité à la maladie de 

variétés cultivées de Crucifères appartenant à 3 espèces du genre Brassica ; 

nous avons mntré que l'agressivité du Champignon est particulièrement exacer- 

bée quand la plante hôte est le Chou. Pour cette raison, nous avons choisi 

cette espèce comme hôte très sensible afin de réaliser les infections artificielle 

nécessaires pour entreprendre 1' étude cytologique et physiologique de 1 ' atta- 
que parasitaire. 

Dans un premier temps, nous examinerons en microscopie élec- 

tronique à transmission, les modalités de la pénétration du Champignon dans la 

plante, sa propagation dans les tissus et les perturbations qu'il provoque au 

niveau cellulaire. 



CHAPITRE 1 1 1 ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE LA 
R E L A T I O N  HOTE - P A R A S I T E  

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

Actuellement, pour une maladie donnée, on ne conçoit plus 

l'anaiyse méthodique de la relation hôte - parasite sans la contribution d'études 
complémentaires cytologiques, physiologiques et biochimiques. 

Dès la fin du siècle dernier, la cytologie classique a permis 

d'effectuer des descriptions précises sur les structures histologiqves de plantes 

infectées par des rouilles. Un peu plus tard, BEZNARD mettait en évidence un mg- 

canisme de défense dans les embryons de Phaloenopsis, Orchidée mycorhizée par 

Rhizoctmia muco~o.ides, en observant l'arrêt de l'invasion mycélienne au niveau 

de certaines assises cellulaires par un processus de phagocytose (BEFUVARD, 1909). 
L'explication d'une partie de ce phénomène n'a été fournie que 50 années plus 

tard, grâce au développement de la biologie moléculaire et aux travaux de 

GAÜMANH en particulier qui apportent la preuve d'une réaction d'opposition des 

cellules d'orchidées à la présence du Champignon ; cet auteur caractérise en ef- 

fet l'accumulation de substances antifongiques -llorchinol et l'hircinol en par- 

ticulier- dans les organes colonisés par le Champignon ( GAÜMAI? et ai. , 1950 ; 
 GA^, 1960) . Cet exemple montre combien 1 ' observation peut être précieuse 
pour le physiopathologiste dans la compr6hension des mécanismes mis en jeu pen- 

dant la confrontation d'une plante avec un agent agresseur. 



L'augmentation considérable du pouvoir séparateur du micros- 

cope électronique a permis d' apporter de nombreuses informations sur les modi fi- 

cations engendrées au niveau de l'ultrastructure de la cellule végétale par la 

présence de Champignons pathogènes facultatifs (LUKE et al., 1966 ; WHITE et al., 

1973) et obligatoires (ORCIVAL, 1963 ; ORCIVAL, 1972). Poar ces derniers, on 

connaît particulièrement bien les mécanismes de pénétration du Chaapignon et 

les modalités de la relation très étroite qui s'établit entre les filaments rqy- 

céliens et les cellules de l'hôte au moyen des haustoriums (EHRLICH et EHRLICH, 

1971 ; BUSHNEu, 1972 ; BRACKER et LITTLEFIm, 1973). Les très nombreuses don- 

nées concernant le parasitisme obligatoire constituent l'essentiel des travaux 

qui ont 6té réalisés dans le domaine de l'étude ultrastructurale de la relation 

hôte-parasite fongique. Le parasitisme facultatif a, semble-t-il, moins inspiré 

les cytologistes, mais il est vrai que l'incidence économique des rouilles, des 

mildious et des oïdiums sur les grandes cultures n'est pas étrangère à cette 

situation. 

Une étude histologique de l'attaque du Colza par des ascospo- 

res de Leptosphaeria m a c u h  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 à transmission les étapes successives de l'attaque du Chou, choisi 

comme hôte très sensible, par les conidies de Phoma linguam, à 20°C. 

II. MATERIEL ET M E T H O D E S  

1 ) METEODE DE CONTAMINATION 

Dans le souci de mettre en contact le plus rapidement possi- 

ble le Champignon avec les tissus de l'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 à être 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 pinçant 



à l'aide d'une pince fine, tout en prenant soin de laisser un espace entre le 

parafilm et 1 'hypocotyle. La suspension de conidies ( 135 conidies par millilitre) 

est introduite dans cet interstice à l'aide d'une pipette Pasteur dont l'extré- 

mité a été courbée à angle droit. Liinoculum est remplacé par de lleau distillée 

dans le cas des hypocotyles témoin. 

Les plantules sont contaminées au 6ème jour de leur développe- 

ment, l'humidité relative du microphytotron étant portée à saturation une heure 

avant l'inoculation et maintenue pendant 24 heures. 

Pendant les 6 premiers jours d'incubation, aucun symptôme ne 
s'extériorise. Les premières manifestations visibles du parasitisme s'observent 

au 7ème jour sous l'aspect d'un mince filet verdâtre orienté longitudinalement 

et correspondant à une disparition des anthocyanes ; cet effet est caractéris- 

tique de l'action du Champignon sur le Chou rouge. Le symptôme évolue ensuite 

progressivement ; la région dépourvue d'anthocyanes s'étend en surface et se 

plasmolyse de plus en plus profondément. Au l2ème jour, la nécrose est très pro- 

fonde et commence à gagner les tissus situés de part et d'autre du point d'inocu- 

lation. 

Afin de suivre l'évolution de la dadie, des coupes ont 

été effectuées dans des hypocotyles contaminés depuis 5, 8 et 12 jours. Comme nous 

venons de le décrire précédemment, ces stades correspondent respectivement à la 

ohase de latence, à un début de nécrose et, enfin, à une nécrose profonde. 

2 ) TECENIQUES CYTOLOGIQUES 

a) fixation : 

Les échantillons sont fixés 30 minutes dans un mélange glu- 

taraldéhyde à 5 % (v/v) - paraformaldéhyde à 3 % (p/v) dans du tampon complet 
cacodylate de sodium 0,l M, pH = 7,4. Après dégazage contrôlé sous vide par- 

tiel puis poussé jusqu'à 10-3 torr, le fixateur est régénéré par le mélange tam- 

pon cacodylate complet - diméthylsulfoxyde à 5 % (v/v). Les préparations sont 

laissées deux heures à température ambiante, puis lavées plusieurs fois avec le 

tampon complet avant d'être fixées à 1' acide osmique pendant 18 heures à bOc, 

à l'obscurité. La post-fixation terminée, les échantillons sont rapidement lavés 



d'abord avec l e  tampon puis à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  déshydratés par passages dans des 

bains d'alcool éthylique de concentration croissante suivis  par un double lavage 

à l 'oxyde de propylène avant d ' ê t r e  imprégnés par l a  résine de Spurr (SPURR, 

1969) e t  polymérisés 48 heures à 70°C. 

b)  confection des coupes : 

Les coupes sont réal isées  à l'ultra-microtome LKB "Ultrotome 3" 

à l ' a i d e  de couteaux de verre e t  contrastées à l ' a c é t a t e  d'uranyle e t  au c i t r a t e  

de plomb selon REYNOLDS (REYNOLDS, 1963). Les observations sont f a i t e s  & 75 KV 

sur un microscope électronique à transmission Hitachi HU 11 A. 

c )  t e s t s  cytochimiques : 

Eventuellement, des t e s t s  cytochimiques ont é t é  réa l i sés  : 

- t e s t  PAS Ag de THIERY pour l e s  polysaccharides neutres (THIERY, 1967) ; 

- t e s t  PTA Cobalt acide pour l e s  polysaccharides acides. 

III. E X A M E N S  M I C R O S C O P I Q U E S  

En premier l i e u ,  nous aborderons l'examen des t i s s u s  d'un hy- 

pocotyle non contaminé. Ensuite, nous décrirons l e s  étapes successives de l ' i n -  

fection. 

1 )  EXAMEN DES TISSUS SAINS 

a )  aspect des ce l lu les  épidermioues : 

L' ass ise  épidermique e s t  constituée de grandes ce l lu les  en 

voie de dégénérescence, t r è s  fortement vacuolisées, dans lesquel les  on observe 

un r e s t e  de cytoplasme plaqué contre l a  paroi ,  où sont encore v is ib les  des frag- 

ments de réticulum endoplasmique e t  des vésicules de t a i l l e  t r è s  variable 

(P l .  1 , Fig. 1 e t  2 ) .  Le plasmalemme e t  l e  tonoplaste restent  bien individua- 

l i s é s .  Entre ces cel lules  qui possèdent une archi tecture normale, s ' in te rca lent  

des vestiges d'autres ce l lu les  totalement dégénérées, fortement corngrimées, 



caractérisées par une matrice parfaitement délimitée par l'enveloppe plasmique 

1 e t  riches en systèmes lsmellaires désorganisés ( p l .  1 , Fig. 1 ) . On note égale- I 
1 ment l a  présence d'espaces in te rce l lu la i res  remplis d'une matière opaque e t  ri- I 1 c h e s e n d é b r i s  (Pl .  1 , F i g . 2  ). L a p a r o i d e s c e l l u i e s e s t p a r t i c u l i è r e m e n t  l 
1 épaisse e t  nettement s t r a t i f i é e .   épiderme, délimité à l ' ex té r i eu r  par une I 

f ine cuticule t r è s  dense aux électrons, présente de nombreux r e p l i s  qui l u i  don- 

nent parfois une forme crennelée. 

Du f a i t  de Leur dégénérescence avancée e t  de l a  r i g i d i t é  de 

leurs  parois,  l e s  ce l lu les  épidermiques jouent, avant tout ,  un rô l e  de soutien 

mécanique. 

Les ce l lu les  stomatiques observées paraissent fonctionnelles ; 

on y reconnaît, en e f f e t ,  l e s  s t ructures  classiques des ce l lu les  végétales avec, 

en pa r t i cu l i e r ,  des mitochondries, de l'ergatoplasme, des chloroplastes volu- 

mineux aux s tructures  lamellaires organisées en granum e t  élaborant des grains 

d'amidon, a ins i  que de nombreux plastoglobules (PI. 1 , Fig. 3 ) . 
Le système d'obturation du stomate se r éa l i se  à p a r t i r  de deux 

zones d'extension de l a  cuticule.  

b) aspect des ce l lu les  du parenchyme cor t i ca l  : 

La région l a  plus externe du parenchyme cor t i ca l  que constituent 

l e s  ce l lu les  sous épiderniques se  compose de nombreuses ce l lu les  également en 

voie de dégénérescence, certaines étant  fortement comprimées (p l .  II , Fig. 1 1. 
Le cytoplasme, t r è s  opacif ié ,  s ' y  présente à l ' é t a t  coagulé ; l e s  vacuoles ren- 

ferment de nombreux débris a ins i  que de grandes vésicules généralement sphériques 

e t  l i b re s .  

Dans l e s  couches plus profondes, l e  parenchyme prend un aspect 

hétgrogène. On y trouve de t r è s  jeunes ce l lu les  comprenant un noyau volumineux 

bien diff'érencié, des dictyosomes parfois hypertrophiés élaborant de nombreuses 

vésicules,  de l'ergastoplasme, des ribosomes, de jeunes plastes  e t  de nombreuses 

mitochondries (Pl. II, Fig. 2 ) .  Dans d 'autres  ce l lu les  plus différenciées,  de 

nombreuses p las tes  élaborent de gros grains d'amidon ( P l .  11, Fig. 4 ) .  On remar- 

que parfois l a  présence de plasmalemmasomes (MARCHANT e t  ROBARDS, 1968) ( P l *  II Y 

Fig. 3 ) .  Ces jeunes ce l lu les  côtoient d 'autres ce l lu les  réduites à l ' é t a t  de 

grandes vacuoles ne renfermant plus que quelques débris cytoplasmiques. 



Dans ce parenchyme, de très larges espaces intercellulaires se 

différencient, chargés d' un matériel légèrement opaque aux électrons. Les struc- 

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 

remarq&bles (Pl. III, Fig. 2 et 3 ) .  On y observe un réseau de fibrilles orien- 

tées longitudinalement dans le sens de la paroi (Pl. 111, Fig. 3 ). Parfois, les 

cellules sont dissociées, favorisant la présence d'espaces intercellulaires très 

importants (Pl. III , Fig. 1 1. 

2) VISUALISATION DU PROCESSUS INFECTIEUX 

a) sénétration du Champimon : 

Il est pratiquement impossible, 5 jours après la contamination, 

d'observer une section d'hyphe développée à la surface de la plante. Au contrai- 

re, les conidies, dispersées dans un mucilage, sont toujours dans un état 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 1es.réserves impor- 

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

Aucune trace d'une éventuelle action lytique 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 

normaïe (P1.1~ , Fig. 1 ). 

Ces observations conduisent à une première constatation : 

dass le cas dfune contamination expérimentale par pycniospores, le Champignon 

ne pénètre pas au moyen de ses filaments germinatifs par perforation de la 

paroi de l'hôte ou par les stomates, contrairement à ce qui semble être le cas 

lors d' inoculation expérimentale par ascospores (BRUNIN, 1970) . On observe, au 
contraire, que les conidies pénètrent directement dans la plante par les ouver- 

tures naturelles que constituent les stomates (Pl. 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 à l'intérieur de cellules épidermiques dégénérées, présente un carac- 

tère insolite qui sera discuté ultérieurement (Pl. V, Fig. 1 ) . 



b) développement du Champianon dans la plante : 

. à ptVr&& du c&yuiizrne j a w  d ' & c u b d a n  : De par leur rela- 

tive richesse, les espaces intercellulaires vont fournir des conditions favora- 

bles à la germination in situ des conidies et favoriser la croissance de jeu- 

nes hyphes, les méats assurant une oxygénation suffisante pour le Champignon. Ce 

dernier aspect est très important dans le cas du Phoma linguam car on sait qu'in 

vitro, l'obtention d'une très bonne croissance du Champignon en milieu statique 

est étroitement conditionnée par l'importance de l'oxygénation du mycélium, Ce 

n'est qu'à partir du 5ème jour que les observations se précisent, en particulier 

en ce qui concerne la présence et la progression des hyphes. On constate que le 

Champignon prend rapidement de l'extension dans les parenchymes corticaux, en 

colonisant abondamment les espaces intercellulaires (Pl. VI, Fig. 2  et Pl. VII, 

Fig. 1 ) dans lesquels peuvent s'insinuer plusieurs filaments à 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 renforçant au niveau des accolements-des hyphes entre elles, 

mais aussi au niveau des points de contact de ces dernières avec la paroi des 

cellules de l'hôte (Pl. VI, fig. 3 et El. VII, Fig. 1). 

A ce stade de l'infection, le Champignon est également capable 

de se propager dans les couches de la paroi de l'épiderme situées juste sous la 

cuticule (Pl. VIII, Fig. 1). Dans ce cas, on peut observer au voisinage immédiat 

de l'hyphe, une atténuation de l'aspect stratifié de la paroi sans que l'opacité 

générale aux électrons soit diminuée pour autant. Le Chanpignon paraît donc Capa- 

ble de secréter, très tôt, des enzymes susceptibles d'altérer l'agencement des 

polysaccharides pariétaux. Cette localisation sous-cuticulaire précoce de l'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- 

naître mieux l'hétérogénéité chimique. A cet effet, des coupes ont été traitées 

20 minutes à 70°C par de 1'EDTA à 0,5 %, puis par le D m 0  à 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" âans les parties moyennes et profondes et un aspect beaucoup 

plus lamelliforme de la région sous-cuticulaire (pl. IX, Fig. 2 ) .  Après 

traitement, au contraire, il apparaît que l'organisation caractéristique des 



f ibres  e s t  dé t ru i te  ; d'autre  p a r t ,  l a  région sous-cuticulaire se  révèle par- 

ticulièrement sensible à l ' ex t r ac t ion ,  celle-ci  se traduisant par une transpa- 

rence aux électrons accrue par rapport à l'ensemble du r e s t e  de l a  paroi (Pl .  I X ,  

Fig. 3). Ainsi, une concentration importante de composés pecto-hémicellulosiques 

dans l a  région sous-cuticulaire peut-elle expliquer l a  migration préférent ie l le  

de l'hyphe à ce t  endroit, dans l a  mesure 03 (comme nous l e  montrerons ultérieu- 

rement, dans l a  deuxième pa r t i e ,  chapitre 2 ) ,  l e  Champignon possède en e f f e t  des 

enzymes nécessaires à l a  dégradation de ce type de substrat .  

Dans l e s  espaces in te rce l lu la i res ,  un traitement pa r t i cu l i e r  

par 1'EDTA suivi d'une owdation par l ' e a u  oxygénée e t  d'un contraste au plomb 

a lca l in  permet de souligner finement, d 'autre par t ,  l e s  s t ructures  au niveau 

des zones de contact é t r o i t e s  en t re  l e  filament e t  l a  paroi (P l .  VIII, Fig. 2 ) .  

Il permet de constater, qu'à ce s tade,  il n 'ex is te  pas encore d'action directe  

du Champignon sur l e s  parois.  Il met également en évidence l a  présence d'un 

espace entre l e s  deux s tructures  qui pourrait  bien correspondre à l a  gaine muci- 

lagineuse normalement présente autour du Champignon e t  qui s e r a i t  ex t r a i t e  au 

cours du traitement. Enfin, dans l e s  ce l lu les  normales adjacentes aux filaments, 

l e  cytoplasme ne présente pas d ' a l t é ra t ion  immédiate ; il semble même contenir 

un taux plus élevé dlergastoplasme ; ce dernier,  en se disposant parallèlement 

au plasmalemme, présente uné orientat ion caractér is t ique (p l .  VIII, Fig. 3) . 

. au huA;eième jouh d'&cubaZLon (début  de d o d o n  de lu 

n é w b e ) :  Le Champignon continue à migrer dans l e s  t i s s u s  par l e s  espaces in te r -  

ce l lu la i res  en assurant toujours un contact é t r o i t  avec l a  paroi e t  commence 

à envahir l e s  ce l lu les  de l a  région externe du parenchyme cor t ica l .  Sa progres- 

sion e s t  relativement rapide, ca r ,  à ce stade, on peut l e  caractér iser  dans 

l e  cylindre central ,  à l ' i n t é r i e u r  des vaisseaux conducteurs du xylème ( p l .  X, 

Fig. 1 ) .  Son action au niveau des parois se  précise : dans l e s  régions de con- 

t a c t ,  on observe l a  formation de nombreuses poches de lyse ,  diffuses,  s 'é lar-  

gissant en profondeur (P l .  X, Fig. 2). Parallèlement, 1 ' a c t i v i t é  métabolique 

du mycélium s ' in tens i f ie  : des coupes longitudinales montrent de 1' ergatoplas- 

me abondant, de grandes mitochondries riches en crê tes ,  de nombreux ribosomes 

e t ,  l e  long du plasmalemme, beaucoup de s t ructures  lamellaires indifférenciées 

ou organisées en plasmalemmasomes. 



Dans l e s  ce l lu les  envahies par l e  Champignon, l e  cytoplasme 

es t  coagulé, l e s  par t icules  osmiophyles sont nombreuses e t  l e s  parois présentent 

un début de vésicul isat ion (Pl .  X, Fig. 3) .  cependant, toutes l e s  f ibres  de 

cellulose ne sont pas totalement attaquées, a ins i  l a  s t ructure par ié ta le  garde- 

t -e i le  encore, en certaines régions, un aspect f i b r i l l a i r e  s t r a t i f i é . '  

. au 12he j a m  d J & c u b ~ n  (n&cnobe pao~onde) : Cette ùItime 

étape de l ' invasion des t i s sus  se  t r adu i t  par l'envahissement massif des cellu- 

l e s ,  conséquence directe  d'une a l té ra t ion  t r è s  profonde des s t ructures  pariéta- 

l e s  (pl. XII, Fig. 2 ) .  Les parois ne présentent plus aucune organisation e t  

sont largement vésiculisées sur toute  l eu r  longueur. Toutefois, quelques débris 

de f ibres  non dig6rées s'observent encore au voisinage immédiat de l'hyphe, 

or ientés  parallèlement à l a  paroi fongique (pl. XI, Fig. 1 e t  2 ) .  Ces résidus 

correspondent certainement à des portions de f ibres  cellulosiques qui n'ont pu 

ê t r e  hydrolysées. On s a i t  que l e  Champignon ne produit pas, i n  vitsro, de cel lu-  

l a s e  de type C l  n i  certaines hémicellulases e t ,  de ce f a i t ,  e s t  tout à f a i t  

incapable d'attaquer en par t icu l ie r  l e s  formes crystal l ines  de cellulose   ha- 
p i t r e  5 ) .  

S i  l e  mycélium manifeste encore à ce stade une grande ac t iv i -  

t é  e t  présente de nombreuses s t ructures  lameilaires l e  long de sa  paroi (Pl .  XII, 

Fig. 41, un chondriome important, des microbodies e t  des ribosomes, il apparaî t ,  

l e  plus souvent, que l e  cytoplasme des hyphes tend à s 'opacifier e t  à se vacuo- 

l i s e r  abondamment tandis  qu'à l ' e x t é r i e u r ,  des conglomérats de débris cytoplas- 

I V .  DISCUSSION 

Contrairement à ce qu'avait observé BRUNIN avec des ascospo- 

res  de Leptosphaeria macukns (BRUNIN, 1970), l e s  pycniospores de Pham Zinguam 

ne semblent pas émettre de filaments germinatifs à l a  surface de l a  plante,  

mais pénètrent directement en se  logeant à l ' i n t é r i e u r  des stomates e t  des es- 

paces sous-stomtiques. A notre connaissance, ce cas n 'a  pas encore é t é  déc r i t .  



Les stomates constituent effectivement une voie de pénétration pour des f i l a -  

ments mycéliens ; ceci a déjà f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses observations en micros- 

copie photonique (POLE EVANS, 1907 ; TISDALE, 1920 ; BYWATER, 1959 ; RIGGLE e t  

DülLEAVY, 1974) e t  en microscopie électronique (LITTLEFIELD e t  BRACECER, 1972 ; 

DEMN, 1975 ; WYIiJN, 1976 ; PARES e t  GREENWOOD, 1977). Toutefois, l e  mode 

de pénétration l e  plus fréquemment observé e s t  ce lu i  03 l e  filament germinatif 

pénètre directement par perforation de l a  cut icule  e t  de l a  paroi de l'épiderme, 

s o i t  aussi tôt  après l a  germination de l a  spore (BRACIER, 1968 ; LESEMANN e t  

FCICHS, 1970 ; HANCHEX e t  WHEELER, 1971 ; HEZD, 1972 ; DAY e t  SCOTT, 1973 ; PAUS 

e t  RAA, 1973 ; Mc KEEN, 1 9 7 4 ) ~  s o i t  après avoir formé un appressorium (ISHIDA 

e t  AKAI, 1968 ; SKIPP e t  DEVERALL, 1972 ; POLITIS e t  WHEELER, 1973 ; KNOX-DAVIS, 

1974 ; RIGGLE e t  DUNLEAVY, 1974 ; LANDES e t  HOFFMANN, 1979). 

Toutefois, il ne faut pas exclure l a  poss ib i l i t é  pour Phoma 

tingurmr d'avoir recours à ce second mode de pénétration. I n  v i t ro ,  l e s  pycniospo- 

res  sont capables de germer mais beaucoup plus lentement que l e s  ascospores 

e t  des températures voisines de 20°C sont plus favorables. De plus, l e s  conidies 

germent d'autant mieux qu1eUes sont moins nombreuses ; il e s t  for t  probable 

que l e  mucilage l ibéré  avec e l l e s  joue un rô le  déterminant comme facteur de ré- 

gulation de l a  germination. La concentration en conidies u t i l i s é e  pour nos ino- 

culations é tan t  élevée, il n 'es t  pas surprenant de ne trouver aucune t r ace  d'hy- 

phe à l a  surface des hypocotyles, s i  ce n 'es t  quelques élongations ce l lu l a i r e s  

témoin d'un début de germination, 5 jours après l e  dépôt. Par  conséquent, l e  

mode de pénétration observé doi t  probablement t e n i r  compte de l a  pa r t i cu la r i t é  

que représente cet te  f o r t e  densité d'inoculum, à laquel le  il faut également 

associer l e  f a i t  que l a  fa ib le  t a i l l e  des conidies favorise, à son tour ,  l a  

pénétration dans l e s  stomates. 

Quant à l 'observation des spores dans un méat, e l l e  tend à 

prouver l 'exis tence de larges espaces in t e rce l lu l a i r e s  vraisemblablement en 

communication directe  avec l a  chambre sous-stomatique. Par un processus d'en- 

traînement mettant en oeuvre des phénomènes de microcondensation e t  de com- 

pression mécanique, l e s  conidies sont donc capables d ' ê t r e  vghiculées passi- 

vement plus en profondeur dans l e s  t i ssus .  Par contre, il es t  beaucoup plus dé- 

l i c a t  d'expliquer l a  présence tout  à f a i t  inattendue de conidies à l ' i n t é r i e u r .  



des ce l lu les  épidermiques. Bien que l ' éventua l i té  d'une blessure au moment de 

l ' inoculat ion puisse expliquer peut ê t r e  ce phénomène, l 'observation de nom- 

breuses coupes n'a jamais révélé d 'a l té ra t ion  à ces endroits ; l e  problème de 

l a  présence des conidies dans ces ce l lu les  r e s t e  encore à élucider. 

Dans l a  phase i n i t i a l e  de l ' i n fec t ion ,  l e  Champignon migre dans 

l e s  t i s s u s  en empruntast uniquement l e s  voies de passage que constituent l e s  es- 

paces in te rce l lu la i res .  Ce processus d'envahissement a également é t é  d é c r i t ,  

entre  autres ,  pour F u s a r i u m  so Zmri ( CHRISTOU e t  SNYIIER, 1962) , Cerdocystis uZmi 
( CHAMBERLAIN e t  OUELETTE, 1977 ; OUELETTE, 1978 ) , Taphmna defo~nans ( SCHNEIDER 

e t  DARGENT, 1977). Pour de t r è s  nombreux Champignons phytopathogènes, l ' inva-  

sion des organes aériens de l a  p las te  commence par l a  migration des filaments 

entre  l e s  ce l lu les  épidermiques. Certains parasi tes  f a c u l t a t i f s  sont capables 

d'hydrolyser activement l a  paroi e t  de pénétrer t r è s  t ô t  dans l e s  ce l lu l e s  

(BUSH e t  WALKER, 1958 ; ANDERSON e t  W W ,  1962 ; DARGENT e t  TOUZE, 1974 ; 

LANDES e t  HOFFMANN, 1979). D'autres produisent à distance des substances toxi- 

ques, a l t é ran t  fortement l e s  ce l lu les  s i tuées bien au-delà des filaments mycé- 

l i e n s  (DELON, 1975 ; DELON e t  MANGEmOT, 1975). Il ne semble pas que ce so i t  

l e  cas pour Phomz Zinguam. En e f f e t ,  5 jours après l ' inoculat ion,  l e s  ce l lu les  

du parenchyme cor t i ca l  sont intactes .  Toutefois, en ce qui concerne l a  région 

sous-épidermique, il e s t  d i f f i c i l e  d'apprécier une éventuelle action à distance 

du Chanipiguon en raison de l'état naturellement dégénérescent de ce type de 

cel lule .  

Dans l e s  ce l lu les  au contact avec de jeunes hyphes, nous n'a- 

vons pas remarqué d 'a l té ra t ion  immédiate e t  s igni f ica t ive ,  en pa r t i cu l i e r  au ni-  

veau des p las tes  e t  des mitochondries. Toutefois, compte tenu des connaissances 

ac tue l les  sur l e s  e f f e t s  de certaines toxines sur l e s  s t ructures  ce l lu l a i r e s  

( sTROBEL e t  al. , 1972) , l 'hypothèse de 1 'action précoce d'une toxine d i f fus ib le  peut 

présenter,  dans l e  cas du Phomz, un caractère tou t  à fait  aléatoire .  

On constate que l e s  e f f e t s  indui ts  par l a  présence du paras i te  

sont identiques à ceux décr i t s  dans l a  l i t t é r a t u r e  : augmentation de l 'ergasto-  

plasme qui s 'o r ien te  à l a  périphérie du cytoplasme parallèlement au plasmalemme 

(DELON e t  aï. , 1913 ; SYROP, 1975 ; LAZAROVITS e t  HIGGINS, 1976 ; MNDES e t  

HOFFPIIANN, 1979) , vacualisation du cytoplasme. 



Dans l e s  espaces in t e rce l lu l a i r e s ,  l e s  filaments mycéliens 

assurent un contact permanent en t re  eux mais également avec l a  paroi végétale 

par l ' intermédiaire d'une substance d'origine fongique, de s t ructure vraisem- 

blablement mucilagineuse. Des observations s imilaires  ont é t é  f a i t e s  pour d'au- 

t r e s  parasi tes  f a c u l t a t i f s  (LABORDA e t  MAXWELL, 1976 ; LAZAROVITS e t  RIGGINS, 

1976) a ins i  que pour quelques paras i tes  obl igatoires  t e l s  qu' Erysiphe g r d m s  

(BRACKER, 1968 ; Mc KEEN e t  BHATTACHARYA, 1970 ; RIJKENBERG e t  TRUTERy 1973) e t  

MeZampsora lin< (LITTLEFIELD e t  BRACE(ER, 1972). Cette substance e s t  également 

observée l o r s  de l a  formation du tube germinatif chez Botrytis spp (HAWKR? e t  

HWDY, 1963 ; RICHMOND e t  PRING, 1971), F u s c r h  mtZmoma (MARCHAPJT, 19661, 

AZtemcu6a brassieico Za ( CAMPBELL, 1970) , Stemphy Zium carbonus e t  Stemphy Ziwn 

sarcinaefomie (-Y e t  m, 1974 ; -Y e t  1976). 

Pendant qu ' i l  prend de l 'extension dans l e  cortex par l e s  es- 

paces in te rce l lu la i res  pour gagner l e  cylindre central ,  l e  Champignon va provo- 

quer très progressivement l a  ly se  de plus en plus intense des parois en contact 

avec ses filaments. Au tout  premier temps de l a  confrontation, aucun signe d'al-  

té ra t ion  évidente n1  apparaît. Puis il se forme rapidement des poches de lyse d i f -  

fuses e t  profondes qui rappellent l e s  cavi tés  décri tes  dans l e s  parois secondai- 

res  des ce l lu les  du chêne parasi té  par Ceratocystis fagacemwn (SACHS e t  a l . ,  

1970) ; ces poches vont s'étendre à l'ensemble de l a  paroi ,  fusionner pour don- 

ner un stade f i n a l  de lyse caractér isé  par une perte  t o t a l e  de l a  s t ructure f i -  

b r i l l a i r e  or iginel le .  A l a  place des parois ,  on ne trouve plus que de tres nom- 

breuses vésicules, vraisemblablement des résidus de f ib res  que l e  Champignon 

n ' e s t  pas parvenu à hydrolyser. 

Pendant q u ' i l  l y se  l a  paroi,  l e  mycélium manifeste une ac t i -  

v i t é  métabolique intense caractér isée,  en t r e  autres,  par l a  présence de nombreux 

lomasomes e t  plasmalemmasommes. Ces s t ructures  lamellaires sont généralement 

associées à une act ive synthèse de l a  paroi (BRACKER, 1967 ; MARCRANT e t  ROBARDS, 

1968) e t  sont susceptibles de renf e m r  des enzymes hydrolyt iques actives 

(GROVE e t  BRACICER, 1970 ; MARCHANT e t  MOORE, 1973). Parallèlement, l a  paroi du 

Champignon l a i s s e  apparaître deux régions d'opacité diffgrente  : une région 

interne relativement transparente aux électrons e t  une région externe plus opaque. 



Sur des sections d'hyphes en phase de synthèse ac t ive ,  on remarque l a  différen- 

ciat ion centrifuge d'un matériel granuleux t r è s  dense aux électrons,  semblable 

à un glycocalyx, qui vient se  f ixer  au niveau de l a  zone de contact avec l a  pa- 

r o i  végétale (p l .  VII, Fig. 2 ) .  Cette différenciat ion e s t  la  matér ial isat ion de 

l ' i n t ense  a c t i v i t é  de t r ans fe r t  du matériel cons t i tu t i f  de l a  paroi de l'hyphe en 

extension. 

Comme nous l'avons souligné précédemment, l a  progression du 

Chanrpignon e s t  relativement rapide puisqu'on l e  trouve à l ' i n t é r i e u r  des 616- 

ments conducteurs du xylème à un stade où l a  nécrose s'ébauche à peine. Cette 

observation montre bien que l e  mycélium e s t  capable de se propager rapidement 

dans l ' appare i l  végétatif  e t  reproducteur 'de l a  plante,  en pa r t i cu l i e r  par l e s  

vaisseaux du bois,  ce qui explique qu' en contaminant l e s  hypocotyles, il e s t  

possible d'obtenir des macules cotylédonaires, toujours local isées  en bordure 

de vaisseaux, avant l ' appar i t ion  des premières nécroses. On comprend également 

pourquoi, dans l e  cas de contamination des cotylédons, des macules f o l i a i r e s  

peuvent a ins i  se former plusieurs mois après l ' inocula t ion  dans des conditions 

excluant toute  nouvelle pénétration du Champignon. 

CONCLUS I O N  

I Introduites passivement à l ' i n t é r i e u r  des hy-pocotyles, l e s  

1 conidies de Phoma Zinguam germent dans l e s  espaces in te rce l lu la i res  du cortex 

externe ; l e s  filaments colonisent rapidement l e  parenchyme cor t i ca l  e t  l e  cy- 

l i nd re  central ,  permettant l a  propagation du Champignon dans d 'autres  organes 

de l a  plante,  tandis  qu'apparaissent l e s  premiers signes d'une lyse intense des 

parois c e u u l a i r e s  en contact avec l e  mycélium. La dégradation des s t ructures  

par ié ta les  se t r adu i t  par l a  dispari t ion progressive de leur  organisation 

f i b r i i i a i r e  e t  about i t  à l a  formation de nombreuses vésicules sphériques renfer- 

mant des débris de f ibres .  Une étude cytochimique f ine  démontre que l a  présence 

du mycélium dans l a  région sous cut iculaire  de l a  paroi de l'épiderme es t  l a  mani- 

fes ta t ion  d'un chimiotropisme précis ,  mettant en évidence l e s  aptitudes du mycé- 

l i u m  à dégrader de façon préférent ie l le  l e s  régions par ié ta les  r iches en compo- 

sés  pecto-hémicellulosiques. 



A l ' i s s i l e  de ce t t e  première g a r t i e  consacrée à l 'agent  pathogè- 

ne e t  à son hôte, nous avons caractér isé  l ' ex is tence  d'un phénotype agressif  

chez Leptosphaeria macuZans a ins i  que des différences spécifiques de sens ib i l i t é  

au Champignon pour l e  genre Brassica. Ceci nous a permis de choisir  judicieuse- 

ment un hôte t r è s  sensible,  l e  Chou. Par l ' é tude  u l t ras t ruc tura le ,  après conta- 

mination a r t i f i c i e l l e ,  nous avons r e c u e i l l i  de précieux renseignements à l a  fo is  

sur i e  mode d'envahissement des hypocotyles par l e s  hyphes mycéliens e t  également 

sur l a  nature des mécanismes d'action du paxasite au~niveau  des s t ructures  cel- 

l u l a i r e s .  Une lyse  intense des parois  végétales é t a t  observée, l a  démarche logi- 

que à donner à l a  su i te  de notre t r a v a i l  e s t  l a  recherche des systèmes enzyma- 

t iques fongiques responsables de l a  dégradation des polysaccharides pasiétaux. Tou- 

t e f o i s ,  avant d'aborder ce t  aspect enzymologique du parasitisme, nous consacre- 

rons un chapitre à l ' é tude  du rô le  j o k  dans l a  pathogenèse par une toxine, 1% 

sirodesmine PL, qui e s t  produite par  Phomz Z$ngwrm. 
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PLANCHE 1 

F.ixmZon : g&u%uLâéhyde p u ~ i t o ~ m i é .  Contuu;tant : acé;tate d l m y L e  e;t W- 
Xe de plomb. 

Fig. 1 - Aspect des cellules épidermiques d'hy-pocotyles de Chou. O n  remarque 

l'importance des vacuoles (V) , la stratification de la paroi (ep) , la 
cuticule (c) et une cellule en voie de dégénérescence dont le contenu 

cytoplasmique encore nettement délimité par le plasmalemme renfer- 

me des systèmes lamellaires désorgaaisés (sld). G x 6 750. 

Fig. 2 - Détail d'un espace intercellulaire délimité par la paroi (ep) de deux 
celiules épidermiques. Le méat est rempli d'une substance matricielle 

(ma) opaque aux électrons, contenant de nombreux débris. Dans le cyto- 

plasme des cellules épidermiques, on observe de 1' ergastoplasme (e) 

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

Fig. 3 - Coupe transversale dvun stomate (st ) . Les cellules stomatiques (c st) 
sont fonctionnelles, avec des mitochondries (m) et des plastes (P) ren- 

fermant des systèmes lamellaires organisés en granums (g), des plastoglo- 

bules (plg) et élaborant de 1' amidon (a) . G x 16 100. 
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PLANCHE I I  

Fig. 1 - Les ce l lu les  cor t ica les  sous-épidermiques sont dans un é t a t  naturel 

de dégénérescence. Le cytoplasme es t  coagulé (cy c )  e t  l e s  vacuoles 

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

Fig. 2 - Aspect hétérogène du t i s s u  co r t i ca l  s i t u é  plus en profondeur : associa- 

t ion de ce l lu les  dégénérées fortement vacuolisées e t  de t r è s  jeunes 

cel ivles  possédant un noyau volumineux (N), des mitochondries ( m ) ,  des 

plastes  (P) e t  des dictyosomes (d) émettant de nombreuses vésicules. 

G x 14 000. 

Fig. 3 - Détail d'une ce l lu l e  cor t ica le  montrant un plasmalemosome ( ~ l m ) -  

G x 31 000. 

Fig. 4 - Activité amylifère des p las tes  ( P )  : synthèse de gros grains d'amidon 

(a)  provoquant l a  concentration des systèmes lamellaires à l a  périphé- 

r i e  du stroma. La membrane p las t ida le  ( m p )  e t  l e  tonoplaste ( t )  restent  

toujours bien individualisés.  G x 18 000. 
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PLANCHE I I I  

Fig. 1 - Observation d'espaces intercellulaires (ei) entre les ceiïules 
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 (lm) dont la structure est fibrillaire présente 
parfois une épaisseur remarquable. G x 24 200. 
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PLANCHE I V  

Fig. 1 - Les conidies ( C O )  du Champignon dispersées dans un mucilage (mu) sont 

dans un é t a t  quiescent ; l e s  réserves (rs) occupent un volume impor- 

tan t .  La paroi de l'épiderme (ep)  présente un aspect nettement s t r a t i -  

f i é .  G x 10 850. 

F'ig. 2 - La paroi des conidies (p )  e s t  mince e t  relativement transparente aux 

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

Fig. 3 - Conidie pénétrant à l ' i n t é r i e u r  d'un stomate. G x 8 700. 
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PLANCHE V 

fig. 1 - Observation de conidies (CO) à l'intérieur des cellules épidermiques 

voisines des cellules stomatiques (c st). G x 7 800. 
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PLANCHE V I  

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

Fig. 2 - Section d'un filament mycélien (fa) dans un méat ( m t ) .  Remarquer . la pression mécanique exercée par le filament sur la paroi de 

l'hôte. G x 12 750. 

Fig. 3 - Plusieurs filaments mycéliens (fa) peuvent s'insinuer dans les méats 
(mt). ün manchon mucilagineux (mu) entoure les hyphes en se renfor- 

çant au niveau des accolements des hyphes entre elles et au contact 

de ces dernières avec les parois des cellules de l'hôte. G x 20 300. 
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PLANCHE V I I ,  

Fig. 1 - Coupe longitudinale d'un filament mycélien (fm) migrant entre  deux 

cellules.  ~ c c o l é  à l a  paroi  (p)  de l'une, ce filament émet des évagi- . 
nations en doigt de gant venant s'appuyer fortement sur l a  paroi oppo- 

sée (p)  . Les épaississements de l a  gaine de mucilage (mu) au niveau de 

l a  zone de contact sont nettement v is ib les .  G x 21 000. 

Fig. 2 - Différenciation par l e  filament mycélien (f'm) d'un matériel granuleux 

(mg) opaque aux électrons,  a l l an t  s e  f ixe r  au niveau de l a  zone de 

contact entre l e s  parois fongique (p f )  e t  végétale (p)  . G x 12 000. 
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PLANCHE V I  I I  

FixaRAon : g 4 M i s h y d e  pualbarnié. C o ~ ; t a n i t  : acé;ta;te d ' m g L e  d ci- 
Z u t e  de p.tom6 : dLg. 2,  ~2~~LXernen.t pah Le PTA Cab& acide. 

Fig. 1 - Localisation sous-cuticulaire d'un filament mycélien (f'm) migrant dans 

la paroi de l'épiderme (ep). Au voisinage immédiat de ce filament, la 
C 

stratification de la paroi disparaît. G x 22 500. 

Fig. 2 - A un stade précoce de l'attaque parasitaire, on n'observe aucune action 
du filament mycélien (f'm) sur la paroi (p )  des cellules de l'hôte. 

G x 36 900. 

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

gétde provoquée par la présence du filament mycéïien (fm). G x 18 000. 
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PLANCHE I X  

Fixa;tian : g l u î w z t d Z h y &  po~XobnKé. CoW: tan / t  : acé.t&e dlwuulry&e e;t a- 
& d e  plomb. 

Fig. 1 - Aspect de l a  paroi de l'épiderme sur une coupe non t r a i t ée .  G x 17 400. 

Fig. 2 - Aspect caractéristique des f ibres  de cellulose en faisceaux dans l e s  

par t ies  moyennes e t  profondes de l a  paroi de l'épiderme ; dans l a ' r é -  

gion sous-clxticulaire, l'apparence e s t  plus lamelliforme. 

Cette disposition s tructurale  de l a  paroi e s t  révélée, apr& préfixa- 

t ion,  par désincrustation à 1'EDTA ( s e l  disodique en solut ion) ,  suivie 

par adjonction de DMSO (Dbéthylsulfoxyde) dans l e  fixateur principal.  

Les coupes sont contrastées normalement. G x 38 500. 

Fig. 3 - Mise en évidence de l a  richesse en composés pecto-hémicellulosiques de 

l a  région sous-cuticulaire de l a  paroi de l'épiderme. La paroi désin- 

crustée au préalable par 1'EDTA e s t  fixée normalement. L'hydrolyse po- 

tassique des composés pecto-cellulosiques e s t  réa l i sée  par f l o t t a t i o n  

des coupes sur un gradient de solution alcal ine,  suivi  d'une imprégna- 

t ion  par l e s  contrastants habituels. G x 42 000. 



PLANCHE IX  
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PLANCHE X 

Fixat ion : glu&vddéhyde po4;taamié: Con;truzsltan;t : acétate d'wuuzyle et dOcu- 
.te de p&mb. 

Fig. 1 - Présence d'un filament mycélien à l ' i n t é r i e u r  d'un vaisseau conducteur 

du xylème (va).  Noter l e s  épaississements de l ignine (L) ainsi qu'un 

plasmalemmosome. G x 40 000. 

Fig. 2 - Formation de cavités de lyse ( c ly )  dans l a  paroi végétaLe. Le filament 

mycélien dont on observe un septum ( s ) ,  manifeste une grande a c t i v i t é  

métabolique ; on remarque une abondance de ribosomes ( r  ) , des mito- 

chondries, e t  de nombreux systèmes lamellaires ( s l f )  l e  long du plas- 

malemme. 

Fig. 3 - Filament mycélien à l ' i n t é r i e u r  d'une ce l lu l e  : l e  cytoplasme e s t  

coagulé ( c y  c )  ; dans la  paroi déjà fortement lysée on observe par 

endroits des résidus de f ibres  ( f i r ) .  
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PLANCHE XI 

Fixation : g ~ ~ e h y d e  pod*a6mLE. Con..tuu*IU3 : a c W e  d t w @ e  - W e  
de pbmb. 

Fig. 1 - A un stade avancé de l'attaque parasitaire, les fibres résiduelles 
(Zir ) de la paroi lysée (ply) viennent s 'accoler à la paroi fongique 

(pi  ) . Dans le filament, on observe un noyau (N) avec un nucléole (n) , 
des mitochondries (m) et d'abondants ribosomes. G x 40 300. 

Fig. 2 - Autre coupe montrant en plus des nappes d'ergostoplasme ( e )  dans le 

filament mycélien. G x 55 100. 
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PLANCHE XII 

Fig. 1 - Dans les tissus nécrosés, la paroi de l'épiderme présente de nombreuses 
vésicules de lyse (vly). G x 17 000. 

fig. 2 - Importante colonisation mycélienne provoquant la disparition de la 
structure tissulaire de l'hôte. 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 systèmes lamellaires fongiques (slf) indifférenciés ; la paroi de 

l'hôte fortement lysée (ply) présente de nombreuses vésicules de 

lyse (vly) . G x 24 500. 
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PLANCHE XII  



DEUXIEME PARTIE 

LES DETERMINANTS MOLECULA 1 RE S 

DU- POUVOIR PATHOGENE 



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

En matière de Pathologie humaine, l e  terme de toxine s e r t  à dési- 

gner des substances à caractère antigénique. En Phytopathologie, il es t  p r i s  

dans un sens beaucoup plus.large.  

1 

La Physiopathologie a commencé à prendre son essor à l a  f in  du 

s ièc le  dernier avec, en par t icu l ie r ,  l e s  travaux de DE BARY qui, en 1886, réus- 

sissait à provoquer l a  pourriture de t i s sus  de carot te  m i s  en contact avec un 

ex t ra i t  s t é r i l e  de carot te  pourrie. &is ,  ce n 'es t  qu'à p a r t i r  du milieu de ce 

s ièc le ,  que l a  notion de "toxine" f u t  introdui te  en Phytopathologie pour désigner 

1 certaines substances impliquées dans des maladies cryptogamiques ; encore f a l l a i t -  

il déf in i r  précisément ce que 1 'on entendait par "toxine". Très v i t e ,  au f i l  des 

investigations,  on se  rendit  compte de l a  complexité du problème. 

I Dans un a r t i c l e  de synthèse publié en 1954, GAÜMAI~N affirmait  : 
I I  Micro-organisms a re  pathogenic only i f  they are  toxigenic : in  other  words, the 

agents responsible fo r  diseases can damage t h e i r  hosts only i f  they fora toxins 

-microbial poisons- tha t  penetrate into the  host t issue".  Ce raisonnement pré- 

sente un caractère r e s t r i c t i f  e t  même ambigu en raison de l a  s ignif icat ion t r o p  

vague a t t r ibuée  au terme de toxine, qui englobe implicitement toute  substance 

produite par l ' agent  pathogène pouvant nuire à l a  plante,  y compris des enzymes. 



Un an auparavant, DIMOND e t  WAGGONER proposaient une première 

dis t inct ion entre "toxine" e t  "vivotoxine", définissant ce t t e  dernière comme 

"a substance produced i n  the infected host by the pathogen andlor i t s  host, 

which functions i n  the production of disease,  but i s  not i t s e l f  the  i n i t i a l  

inc i t ing  agent of disease" (DIMOND e t  WAGGONER, 1953). Ces auteurs postulaient 

également que pour carac tér i ser  une vivotoxine comme t e l l e ,  il f a l l a i t  : 

1 )  l ' i s o l e r  des plantes malades uniquement ; 

2) l a  caractér iser  physico-chimiquement ; 

3) l u i  f a i r e  reproduire en pa r t i e  ou en t o t a l i t é  l e s  symptômes indui ts  par 
l e  parasite.  

On voi t  immédiatement l e s  l imi tes  de c e t t e  proposition, notamment 

à propos des substances dont l a  s t ructure moléculaire e s t  t r è s  instable ,  ou qui 

sont produites en quantités t rop faibles  pour ê t r e  décelées. 

Les propriétés biologiques par t icu l iè res  de l a  victor ine,  composé 

phytotoxique produit par He2minthospor"iwn victoz6ae, furent à l ' o r i g i n e  de l a  

consti tution d'une nouvelle c lasse de toxines,  l e s  "pathotoxines" (WHEELER e t  

L m ,  1 9 6 3 ) ~  encore qual i f iées ,  pour reprendre l a  terminologie anglo-saxonne, de 

"host-specific toxins" (PRINGLF: e t  SCHEFFER, 1964). Ces toxines manifestent une 

grande spéc i f ic i té  d 'action sur 1' espèce végétale que parasi te  1 ' agent pathogè- 

ne. En outre,  e u e s  reproduisent l a  t o t a l i t é  des symptômes e t  n'exercent leurs  

e f f e t s  toxiques que sur l e s  var iétés  sensibles de l ' hô te ,  pour une certaine gam- 

me de concentrations. Leur production e s t  en re la t ion  t r è s  é t r o i t e  avec l 'agres-  

s i v i t é  de l 'agent  pathogène. Ces propriétés ont é t é  d ' a i l l eu r s  mises à p r o f i t  

en Agronomie pour l '$tablissement de programmes de sélection de lignées tolé-  

rantes de Canne à sucre (BYTHER e t  STEINER, 1972). D'autres composés phytoto- 

xiques produits par des microorganismes mais n 'é tant  pas impliqués dans l a  pa- 

thogenèse ont é t é  regroupés sous l 'appel lat ion de phytotoxines (LUKE e t  GRACEN, 

1972) ; quant aux composés d'origine fongique qui sont toxiques pour l e s  ver- 

tébrés ,  i l s  sont désignés par l e  terme de qycotoxines. 

Les enzymes part ic ipant  à l a  dégradation des constituants cellu- 

l a i r e s  ne sont pas considérées comme des toxines, même s i  leurs  e f f e t s  cytoto- 

xiques l e s  y apparentent pourtant (MOUNT e t  a l .  , 1970 ; BASHAM e t  BATEMAN, 1975) . 
Cette c lass i f ica t ion  est  t ou t  à f a i t  a rb i t r a i r e ,  car  cer taines  subs 

tances possèdent un large spectre d ' ac t iv i t é .  En e f f e t ,  certaines rqycotoxines 

t e l l e s  que l a  sporidesmine (WRIGHT, 1 9 6 8 ) ~  l a  rubratoxine B (REISS, 1971, l a  



~ c i t r in ine  (WHITE e t  TRUELOVE, 1972), l a  moniliformine (COLE e t  al., 1973) sont 
1 douées de propriétés phytotoxiques ; l e s  aflatoxines (EL KAADEM, 1968) e t  l a  

l patuline (ELLIS e t  Mc CALLA, 1973) semblent même contribuer aux mécanismes d'en- 
l vahissement de l a  plante par l e  Champignon. 

l 

l 
A l ' inverse ,  des phytotoxines sont capables de produire des e f f e t s  

toxiques chez l e s  animaux (SINDEN e t  a l . ,  1969 ; STEELE e t  MIROCHA, 1971). 

Dans ce chapitre, nous avons cherché à caractér iser  l a  production 

de substances phytotoxiques par Phoma Zinguam e t  à préciser  leurs  propriétés bio- 

logiques a i n s i  que l e u r  rôle  dans l a  maladie. 

Cette recherche e s t  d'autant plus intéressante que des substances 

phytotoxiques ont déjà été isolées  des f i l t r a t s  de cul ture  d'autres espèces ap- 

partenant au genre Phorna. Nous l e s  avons rassemblées dans l e  tableau ci-dessous 

en faisant  f igurer  également 1 ' espèce productrice. 

TabLeau 6 : Liste d u  compo6é6 phqt0;tox.i.q~ &am cies &ü%a-t~ 
de cuatwres de qllRequeb espèces du g m e  Phoma. 

Espèces fongiques Substances phytotoxiques ----------------------..--------------------_-------- 

l Phoma e & g u  var. e x i p  
e t  var. nonoqdabi Zis 

Phoma e x i g u  
var. nonoxgdabi 2 2  

l Phomine ou cytochalasine B (BOUSQUET 
e t  BARBIER, 1972) 

Phomenone (BOUSQUET, 1973 ; RICHE e t  al. , 
1974) 

1 Phoma tracheiphi ta  1 Glycopmtéine (NACHMUS e t  al., l g n )  I 
Phoma e x i g u  var. foveata l Pigments anthraquinoniques ( SAWET, 1979) . 

II. P R O D U C T I O N  E T  C A R A C T E R I S A T I O N  D E  P H Y T O T O X I N E S  P R O D U I T E S  P A R  
PHOMA LINGUAM, EN C U L T U R E  S U R  U N  M I L I E U  S Y N T H E T I Q U E  

Dans une première étape, nous caractérisons l a  production de subs- 

tances phytotoxiques à p a r t i r  de cultures réa l i sées  sur un milieu synthétique. 

Une méthode de purif icat ion du produit ,  son ident i f icat ion a ins i  que ses proprié- 

t é s  antibiotiques sont ensuite décri tes .  

1) MISE EN EVIDENCE 

a )  milieu de culture : 

La composition du milieu choisi  pour l a  cul ture  du Champignon e s t  

l a  suivante : 



- l e  milieu minéral e s t  ce lu i  proposé par MORQUER, dilué au quart, so i t  par li- 

t r e  de milieu : KH2P04 : 400 mg ; C ~ ( I ~ ~ P O ~ ) H ~ O  : 200 mg ; MgSOb7H20 : 125 mg ; 

FeSO 78 O complexé avec de 1'EDTA Na2 : 10 mg ; MnS04 : 10 mg ; ZnS047H20 : 10 mg ; 4 2 
CSO45H20 : 5 mg 

- 1' azote e s t  fourni, à raison de 50 mg/l, sous forme d'un mélange de deux acides 

aminés, l a  L-Asparagine H20 : 135 mg e t  l ' a c ide  L-y-aminobutyrique : 185 mg ; 

- l e  glucose, à l a  concentration de 20 g/1 a é t é  chois i  comme source de glucide 

- enfin,  l a  composition du milieu e s t  complétée par 1' addition de deux vitamines 

l a  thiamine : 100 pg e t  l a  biot ine : 10 pg. 

Le pH du milieu initialement égal à 4,8 e s t  amené à 5,5 par addition d'une solu- 

t i on  de soude décinormale. 

b) conditions de cul ture  : 

Les cultures sont réa l i sées  en f i o l e s  de Roux de un l i t r e ,  ra i -  

son de 100 mi de mil ieu par f io le .  Le fond des f i o l e s  e s t  tapissé de baguettes 

de verre de 6 mm de diamètre a f in  de permettre l ' a é ra t ion  nécessaire à une bonne 

croissance du Champignon. Le milieu e s t  ensemencé avec une suspension de coni- 

dies de façon à obtenir une concentration f ina le  de 5 x 103 conidies par f i o l e .  

Les f io l e s  de Roux a i n s i  ensemencées sont ensuite placées à 22OC, à l 'obscur i té  

continue, pendant 4 semaines. 

c )  traitement des f i l t r a t s  de cul ture  : 

Au bout de 4 semaines, l e s  cultures sont f i l t r é e s  sur de l a  gaze 

e t  centrifugées 20 minutes à 4 000 t/mn. Une pa r t i e  du f i l t r a t  e s t  conservée au 

réfr igérateur ,  l e  r e s t e  e s t  e x t r a i t  3 f o i s  par du chloroforme. L 'extrai t  chloro- 

formique e s t  séché en l e  plaçant quelques heures au congélateur, puis en l e  

f i l t r a n t  à froid sur . p a p i e r  f i l t r e .  L 'ex t ra i t  e s t  ensuite évaporé à sec, à 

30°C, sous vide, dans un évaporateur r o t a t i f .  Le résidu sec e s t  r ep r i s  par du 

méthanol fraîchement d i s t i l l é .  Le f i l t r a t  ex t r a i t  au chloroforme e s t  conservé 

au refr igérateur  après avoir toutefois  éliminé l e s  t races  du solvant par passage 

d'une durée de quelques minutes, à 30°C, sous vide, dans un évaporateur r o t a t i f .  

Le f i l t r a t  brut,  1 ' ex t ra i t  méthanolique e t  l e  f i l t r a t  résiduel 

sont t e s t é s  biologiquement. 



d)  t e s t  bioloaiaue : 

L'ac t iv i té  biologique e s t  mise en évidence, à 20°C, par trempage 

de plantules de Chou âgées de 3 semaines, dont l'hypocotyle a é t é  sectionné 

au niveau du col le t .  Chaque plantule e s t  placée dans un tube à hémolyse renfermant 

s o i t  : 

- 5 ml de f i l t r a t  brut ; 
- 5 mi de f i l t r a t  résiduel ; 
- 4,9 ml d'eau d i s t i l l é e  + 0,1 ml d 'ex t ra i t  méthanolique ; - 4,9 ml d'  eau d i s t i l l é e  + 0,1 ml de méthanol ; 
- 5 m l  de milieu de cul ture  non ensemencé. 

Pour chaque condition, nous avons étudié l e  comportement de 

5 plantules.  Le t e s t  e s t  effectué en microphytotron, dans des conditions de lu- 

mière identiques & ce l l e s  requises pour l a  cul ture  des Choux. En e f f e t ,  dans 

cer tains  cas ,  des niodifications apportées dans l a  qual i té  de l a  lumière provo- 

quent des variations de l ' e f f e t  biologique de cer taines  toxines (RUFFXER, 1971). 

En ce qui concerne l e  l o t  témoin milieu de culture non ensemen- 

cé,  il e s t  indispensable de l e  renouveler toutes  l e s  12 heures a f in  de l imi t e r  

l e s  pollutions bactériennes. 

LI a c t i v i t é  biologique du f i l t r a t  brut e t  de 1 ' ex t ra i t  métha- 

nolique se  t r adu i t  après 43 heures de trempage par une diminution de l a  turges- 

cence des pé t io les  e t  par un début de flétrissement des f eu i l l e s  ; l e  f l é t r i s -  

sement t o t a l  de toutes l e s  plantules e s t  a t t e i n t  au bout de 96 heures. Aucun 

e f f e t  phytotoxique ne se manifeste en ce qui concerne l e  f i l t r a t  résiduel ex- 

t r a i t  au chloroforme e t  l e s  deux témoins eau distillée/méthanol e t  milieu de 

cul ture  non ensemencé. Les f i l t r a t s  de culture de P h m  tinguam renferment donc 

une ou plusieurs substances phytotoxiques solubles dans l e  chloroforme. 

2) FRACTIONNEMENT DU FILTRAT PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE 
m m  

a )  principe : 

L'extrai t  méthanolique correspondant à l ' ex t rac t ion  d'un f i l -  

t r a t  de cul ture  provenant de 1 l i t r e  de milieu e s t  soumis à une chromatogra- 

phie préparative sur couche mince de gel de s i l i c e  Merck, type G de 0,5 mm d'é- 

paisseur,  développée dans de l ' a c é t a t e  d'éthyle sur  une distance de 10 cm. 



L'extrai t  es t  déposé sous forme d'une bande é t r o i t e  swl toute  l a  longueur de l a  

plaque, à 2 cm de part  e t  d 'autre  de chaque bord. Avant l e  développement, l a  pla- 

que e s t  soumise à une saturation par l e s  vapeurs de solvant, pendant une heure, 

à température ambiante. Après séchage, une pa r t i e  du chromatogramme e s t  divisée 

en 10 bandes de 1 cm de la rge  ; chacune de ces bandes e s t  récupérée par grattage 

de l a  plaque avec une spatule e t  gluée par 2,s ml de méthanol. Les fract ions ain- 

s i  récupérées sont numérotées de 1 à 10, l a  première fract ion correspondant à l a  

zone de dépôt de l ' é l u t .  

Après centrifugation, l e s  10 fract ions sont diluées 10 f o i s  avec 

du méthanol pour ê t r e  tes tées  biologiquement. Le t e s t  biologique consiste à nou- 

veau à f a i r e  tremper des plantules sectionnées au niveau du c o l l e t ,  dans des 

tubes à hémolyse contenant 4,9 m l  d'eau d i s t i l i é e  e t  0,1 ml d ' é l u t  méthanolique. 

Dans l e  l o t  témoin, l ' é l u t  e s t  remplacé par du méthanol. Au bout de 72 heures 

de trempage, il e s t  possible d'évaluer l a  phytotoxicité de cer taines  fract ions,  

d'une part  en mesurant simplement l a  longueur des segments dlhypocotyles plasmo- 

lysée,  d 'autre par t  en observant l e s  e f f e t s  sur l e s  cotylédons e t  l a  première 

feu i l le .  L1 aut re  pa r t i e  du chromatogramme e s t  révélée par p u l d r i s a t  ion d'une 

solution d'acide sulfurique à 50 %, suivie d'un chauffage à 1 ld°C pendant quel- 

ques minutes. 

b)  r é su l t a t s  : 

Les r é su l t a t s  exprimés dans l e  graphique 6 mettent en évidence 

une t r è s  net te  a c t i v i t é  phytotoxique des fract ions 8 e t  9 ; l ' e f f e t  toxique 

étant  plus important dans l a  f rac t ion  9. Cette a c t i v i t é  se t r adu i t  non seulement 

par un important amincissement des hypocotyles mais également par un très sévère 

flétrissement des cotylédons, des pé t io les  e t  de l a  première f eu i l l e .  S i  l ' o n  

prolonge l a  durée du t e s t ,  on remarque une légère phytotoxicité de l a  f ract ion 1,  

se manifestant par llanincissement des hypocotyles sur 4 à 5 mm mais sans flé- 

trissement des cotylédons. 

Sur 1' autre  p a r t i e  du chromatogramme, l a  révélation à 1 'acide 

sulfurique à 50 % met en évidence l a  migration de 4 composés dont l e s  Rf sont 

respectivement de 0,13 - 0,66 - 0,75 e t  0 ~ 8 2 .  Ces composés apparaissent colorés 

en jaune e t  s i  l e  temps de chauffage e s t  augmenté, ce t t e  coloration v i re  au 

brun-orangé pour l e s  composés de Rf 0,75 e t  0 ,82. 



1 (mm) : longueur, en mm, des segments d'hy-pocotyles amincis 
distance du front  de solvant : 10 cm 
fractionnement du cbromatogramme en 10 par t ies  égales 

: phytotoxicité 

R f  l(mm> 
1 

O 
I I I 50 - 

En établ issant  la  comparaison entre  l ' a c t i v i t é  biologique des 

fract ions e t  l a  révélation du chromatogramme à 1 'acide sulfurique, on peut a t -  

t r ibue r  l a  phDotoxicit6 de l a  fract ion 9 au composé de R f  = 0,82. En raison 

du découpage a r b i t r a i r e  du chromatogramme, ce composé se  trouve également ré- 

p a r t i ,  en moins grande quantité cependant, dans l a  f ract ion 8. Cette fraction 

renferme également un autre  composé légèrement plus polaire ,  de R f  = 0,75. Afin 

de connaître l e s  e f fe t s  biologiques r ée l s  de ce second composé, nous avons ré- 

pété l 'expérience en effectuant une double chromatographie préparative sur g e l  

de s i l i c e  G. La première chromatographie e s t  développée avec l ' a c é t a t e  d'éhyle 

sur 10 cm. La région du chromatogramme correspondant aux fract ions 8 e t  9 e s t  

Gluée au méthanol e t  l ' é l u a t  e s t  rechromatographié avec un mélange acétate 

d'éthyle- chioroforme (1 /1 ,  v/v) sur 15 cm. 
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ïhe pa r t i e  du chromatogramme es t  divisée en bandes de 5 mm de 

large ce t t e  fo i s ,  chacune de ces bandes étant  Gluée au méthanol. La mesure de 1 
l ' a c t i v i t é  biologique des différentes  fract ions s 'effectue dans des conditions I 
analogues à ce l les  décri tes  dans l a  première expérience. L'autre pa r t i e  du I 
chromatogramme e s t  révélée à l ' a c i d e  sulfurique. Les r é su l t a t s  concernant l ' a c -  l 
t i v i t é  phytotoxique des fract ions sont regroupés dans l e  graphique 7 . La 1 
chromatographie dans l e  mélange acétate  d'éthyle-chloroforme permet une sépa- l 
ra t ion  de l ' a c t i v i t é  phytotoxique en deux régions d i s t inc te s  du chromatogram- 1 
me, correspondant aux fract ions 11,  12 e t  15,16,17 avec une a c t i v i t é  maximale l 
pour l e s  fractions 12 e t  16. 

Deux composés de R f  0,38 e t  0,52 sont révélés par l ' a c ide  sui- 1 
furique à 50 %. Les produits élués dans l e s  fractions 12 e t  16 sont à nouveau l 
chromatographiés dans l ' a c é t a t e  d'éthyle e t  révélés à l ' a c ide  sulfurique ; on l 
peut a ins i  vé r i f i e r  qu ' i l s  correspondent respectivement aux composés de Rf = I 

Gmpkique 7 : S2pcuzaLbn de d m  cornp0aE.b phyXoXoxiques ap&& 
chtlamatagup~e d u  dltac;tion6 b eit 9 g& de aULce dam Le 
mélange ac&kte d ' éthyLe/ &-tom dome. 

1 (mm) : longueur, en mm, des segments d'hypocotyles amincis -a: phytotoxicité 
distance du front  de solvant : 15 cm 
fractionnement du chromatogramme en 30 pa r t i e s  égales. 



Pour plus de commodité, l e s  compos6s migrant avec un Rf de 

0,52 e t  0,38 dans l e  mélange acétate dléthyle/chloroforme ont é t é  respectivement 

désignés comme é tant  l e s  toxines ( 1 )  e t  ( 2 ) .  En conclusion, on peut a t t r ibue r  

à deux composés l a  phytotoxicité des f i l t r a t s  de cul ture  de Phoma Zingwn. Ces 

1 f i l t r a t s  renferment également une ou peut-être plusieurs autres substances 

phytotoxiques, solubles dans l e  chloroforme, plus polaires car ne migrant pas dans 

l ' a c é t a t e  d 'éthyle ; toutefois ,  en raison de l e u r  f a ib l e  ac t iv i t é  biologique, 

on peut considérer l ' e f f e t  de ce t te  ou ces substances comme négligeable. Par 

conséquent, nous avons recherché une méthode de purification pour chacun des deux 

1 composés toxiques en vue d'élucider l eu r  s t ructure chimique. 

l 3) METRODES DE PURIFICATION DES TOXINES 

a )  pur i f ica t ion  de l a  toxine ( 1 )  : 

Une méthode t r è s  simple e t  t r è s  rapide nous a permis d'obtenir 

ce composé à l ' é t a t  pur en quantités importantes. 

La preni-re étape de purif icat ion consiste en une extraction 

au chloroforme des f i l t r a t s  de cuiture obtenus dans des conditions analogues 

à ce l l e s  décri tes  précédemment. Après séchage à f ro id  e t  évaporation à sec sous 

vide de l ' e x t r a i t ,  l e  résidu e s t  repr i s  par un volume minimum de méthanol. Il 

s u f f i t  ensuite de l a i s s e r  ce t  ex t r a i t  48 heures au congélateur pour provoquer 

l a  formation d'un abondant précipi té  de couleur jaune-pâle. Le précipi té  e s t  

récupéré par f i l t r a t i o n  à f ro id  e t  r incé par du méthanol froid.  Par ce pro- 

cédé, nous avons pu obtenir environ 700 mg de précipi té  à p a r t i r  de 30 l i t r e s  

de milieu de cuïture.  La pureté du produit obtenu e s t  contrôlée par  chromato- 

graphie sur f e u i l l e s  de gel de s i l i c e  Schleicher-SchÜil FI500 prêtes  à l'em- 

p lo i ,  de 0,25 mm d'épaisseur, dans des solvants de polar i té  différente  : acé- 

t a t e  d 'éthyle,  chloroforme-méthanol (9812, v/v) ,  acétate d'éthyle-chloroforme 

1 l /  V/V) e t  chloroforme. La distance de migration des solvants e s t  de 10 cm e t  

î e s  chromatogrammes sont révélés à l ' a c ide  sulfurique à 50 %. On ne détecte,  à 

chaque fo is ,  qu'une seule tache. Pour ces d i f fé rents  systèmes solvants,  l a  valeur 

du Rf du précipi té  e t  ce l l e  de l a  toxine ( 1 )  sont identiques. Ces valeurs 

sont reportées dans l e  tableau 7. 



b)  purif icat ion de l a  toxine (2)  : 

La toxine es t  pur i f iée  par chromatographie préparative sur 

couche mince de gel de s i l i c e  G dans l ' a c é t a t e  d 'éthyle puis dans l e  mélange 

acétate  d '  éthyle/chloroforme ( 1 / 1 , v/v) . Les valeurs du Rf de c e t t e  toxine 

après chromatographie sur gel de s i l i c e  Schleicher-SchÜl1 FI500 dans l e s  dif-  

férents  solvants précédents, sont également reportées dans l e  tableau 7 e t  

comparées à ce l l e s  de l a  toxine ( 1 )  e t  de l a  substance précipi table  au méthanol. 

4)  DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES DEUX TOXImES 

Ce t r a v a i l  a é t é  r éa l i sé  à l ' I n s t i t u t  de Chimie des Substances 

Naturelles de Gif-sur-Yvette en collaboration avec l e  laboratoire  de M. BARBIER. 

acétate  
d 'éthyle/  

chloroforme 

O,  38 

0,38 

O 925 

a )  s t ructure de l a  toxine ( 1 )  : 

La détermination de l a  s t ructure de c e t t e  toxine a abouti à 

l ' i den t i f i ca t ion  (FEREzOU e t  a l .  , 1977) d'une substance de formule brute 

acétate  
d 'éthyle 

O,?? 

0977 

O ,  67 

Cg0H26N208S2 du groupe des épidithio-3,6 dioxo-2,5 pipérazines (TAYLOR, 1971) 

e t  a é t é  apparentée 3 l a  sirodesmine G (CURTIS e t  aï., 1977). La sirodesmine G 

Chloroforme/ 
mdt han01 

----------,---------------------------------------------- 

O ,  36 

O,36 

O ,  16 

Solvants 

Toxine (1 )  

Précipi té  

Toxine (2) 

r 

f a i t  pa r t i e  d'un ensemble de 4 métabolites, l e s  sirodesmines A,B,C,G isolées 

Chloroforme 

O ,  00 

O , O O  

0,OO 

e t  ident i f iées  par CURTIS des f i l t r a t s  de cul ture  d'un agent de dégradation 

saprophytique du bois,  SirodesmZwn diverswn Cooke. La toxine ( 1 )  produite par 

Phoma linguam possède des constantes physiques e t  des propriétés spectrales com- 

parables à ce l l e s  de l a  sirodesmine G, cependant l a  stéréochimie complète n'a- 

yant pas é té  é tab l ie ,  l e  nom de sirodesmine PL a é t é  a t t r ibué  à c e t t e  toxine. 



La famule plane de la molécule ainsi que ses principales caractéristiques 

physico-chimiques, sont représentées ci-dessous. 

20 19 

fatunute p b e  de .ta ~ h d a m U 2 e  PL (dl apk& FEREZOU) 

CaractÉristiques physico-chimiques : 

- masse moléculaire = 486 
- température de fusion = 182-184OC 
- absorption dans l'ultraviolet, dans le méthanol : 208 mm avec épaulement 

à 228 mm 
- coefficient d'extinction moléculaire :-à 208 mm : 9,9.103 

-à 228 mm : 4,8.103 ' 
- a 20 = - 22b0 

D 

L'ensemble de ces résultats a fait l'objet d'une publication 

parue au "Nouveau Journal de Chimie" (FEREZOU et al. , 1977). 

b) structure de la toxine (2) : 

La toxine (2) possède une formule brute, des constantes phy- 

siques et des propriétés spectrales identiques à celles de la toxine (1) ; en 

effet, les spectres dans l'ultraviolet dans le méthanol et infra-rouge sont 

semblables ; il en est de même pour la valeur de l'a2: ainsi que pour les spec- 

tres de masse par ionisation chimique et de résonnance magnétique nucléaire 

dans le chloroforme. Malgré ces similitudes, on ne peut déduire que les toxi- 

nes ( 1 ) et ( 2) possèdent 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 



disulfure de la mlécule. Nous avons personnellement constaté l'instabilité 

de la sirodesmine PL durant sa conservation, surtout en solution, même à basse 

température ; dans le mélange obtenu, nous avons pu caractériser un produit 

possédant les mêmes caractéristiques chromatographiques que la toxine (2). Ceci 

tend à prouver que lé passage de l'une à l'autre des formes de la molécule 

s'effectue spontanément, mais, semble-t-il irréversiblement car, après un 

mois de conservation au congélateur des solutions des deux toxines pures, on 

ne remarque pas de transformation de la toxine ( 2 )  en toxine (11, alors que 

1 ' inverse se produit. 

SIRODESMINE PL 

Selon des données extraites du travail de FEREZOU (FEREZOU 

et al., 1 9 8 0 ) ~  l'évolution de la biosynthèse de sirodesmine PL, in vikPo, est 

représentée dans le graphique 8 en conq?araison avec la croissance du Cham- 

pignon. La courbe de croissance est établie au moyen de la méthode des poids 

de matière sèche. Pour le dosage de la sirodesmine PL, on fournit au Champi- 

gnon une solution de précurseur radioactif sous forme d'acétate [14~], au 

?$me jour de croissance. La toxine est extraite au chloroforme et à l'acéta- 

te d'éthyle, suivie d'une purification par chromatographie sur couche mince 

avec le mélange chloroforme/acétate dl éthyle ( 1 / 1 , v/v) , puis sur Séphadex 
LH20 gluée par le mélange chloroforme/acétate d' éthyle (3/2, v/v) . Le graphi- 
que 8 mntre que la biosynthèse de toxine évolue de la même manière que 

la croissance du Champignon, avec une production optimale allant du 16211~ au 

18ème jour de culture. 

Une partie des mécanismes de biosynthèse de la sirodesmine PL 

a pu être élucidée gr8;ce à l'identification d'un composé intermédiaire, la 

phomazuide (F'EREzou et al., 1979) ainsi que par l'utilisation de précurseurs radio 

actifs. Le premier produit formé est un cyclodipept ide, la cyclo-L-tyro syl-L- 

sérine , transformée en phomamide , ou cyclo-0- ( yy diméthylallyl ) -L-tyro syl-L 
sérine. La phomamide fournit ensuite la sirodesmine PL, après condensation 

avec un résidu mévalonyl et modification du complexe. 



ue 8 : f i b y n t h & e  d e  kk  dumi mine P L  en ~ o n a X a n  d e  
-e DUJCWM~~ de Phoma Iinguam, en cu42u.u in vitro 
( d l  ap&& FEREZOU) . 

croissance mycélienne 

sirodesmine PL[14~] 

jours ) 
6 )  PROPRIEW ANTIBIOTIQUES DE LA SIRODESMINE PL 

Quelques phytotoxines sont douées d'activité antibiotique et 

avant le développement des techniques physico-chimiques plus fines de dosage, 

cette propriété a été utilisée dans le cas de l'acide fusarique (KACYANASUNDA- 

RAM, 1955) et de l'acide alternarique (BRUN et al., 1951 ) pour évaluer les 

quantités de ces toxines produites, in vitro et in vivo. 

Parmi les substances de la famille des épidithiodicétopipéra- 

zines, certaines manifestent une activité antifongique et antibactérienne re- 

marquable ( W A K S W  et BUGIE, 1944 ; BREWER et al. , 1966 ; BREWER et al. , 
1972). Sn général, les bactéries donnant une coloration Gram-positive et 

BaciIZus subtitis en particulier, se montrent plus sensibles à ces composés. 

L'activité antibactérienne est, du reste, étroitement associée à la présen- 

ce du groupement disulfure (BREWER et al., 1966). 



a )  Propriétés antibactériennes : 

Nous avons cherché à déterminer d'abord l a  sens ib i l i té  à l a  

sirodesmine PL de 5 souches bactériennes, dont 3 Gram-positives : BaciZZus 

subti l i s ,  Staphy Zococcus m e u s ,  Streptococcus feca l i s  e t  2 Gram-négat ives  : 

Escherichia co Z i  e t  Sahone Z l a  typh-i-nniriwn. 

L'influence de l a  toxine sur  l a  multiplication bactérienne a 

é t é  tes tée  de l a  façon suivante : 100 ?.il de solution méthanolique de sirodes- 

mine PL renfermant 150, 100, 75, 50, 25, 10 e t  5 pg de produit par m i l l i l i t r e  

sont introdui ts  dans des tubes de 16 x 160 mm contenant 5 ml de milieu de 

Lwia s t é r i l e .  Dans l e s  tubes témoin, l e  méthanol seul e s t  ajouté ; à c e t t e  

concentration, il n'exerce aucun e f fe t  sur l e s  cul tures .  Les milieux sont en- 

s u i t e  ensemencés avec 0,2 ml d'une suspension bactérienne. Après 18 heures d'in- 

cubation à 37'~, l e  croissance bactérienne e s t  mesurée au spectrophotomètre, 

à 600 nm, sauf pour BaciZZus subtiZis. Ce germe forme er? e f f e t  dans l e s  cultu- 

res témoin une colonie loca l i sée  juste  sous l a  surface du milieu ; pour ce t t e  

raison, nom nous sommes contenté d'observer uniquement l e  développement ou non 

de ce t t e  colonie pour l e s  différentes  concentrations de toxine. 

Aucun e f f e t  inhibiteur de l a  sirodesmine PL à 150 pg/ml n 'es t  

observé pour l e s  2 souches Gram-négatives. En revanche, pour l e s  3 autres  sou- 

ches, l e  résu l ta t  e s t  différent .  BaciZZus subtiZis se montre particulièrement 

sensible car pour une concentration de 10 pg par m i l l i l i t r e ,  aucune colonie ne 

se  développe dans l a  p a r t i e  szlpkrieure du milieu. Pour l e  staphylocoque e t  l e  

streptocoque, l ' i nh ib i t ion  e s t  moins marquée e t  dans l e s  deux cas, l a  repré- 

sentation graphique de l a  densité optique de l a  cul ture  en fonction du logarith- 

me de l a  concentration en sirodesmine PL fournit  une droi te  (graphique g 1. 

b)  propriétés antifonaiaues : 

Par l a  méthode des antibiogrammes, nous avons recherché s ' i l  

e x i s t a i t ,  parmi 9 espèces fongiques cultivées au laboratoire ,  une souche par- 

ticulièrement sensible à l a  sirodesmine PL. Parmi ces 9 espèces, figurent di- 

vers Champignons phytopathogènes ou saprophytes :Phorna Zinguam, Botrytis cinerea, 

WLchotecim rosewn, Phoma betcre, Phoma exigua var. foveata, Aspergi Z Zus ory- 

zae, PeniciZZiwn eqanswn e t  AspergiZZus nidulans. Toutes ces souches ont é té  

cultivées en tubes 25 x 200 sur l e  milieu d'eau de pomme de t e r r e  enrichi ,  

sous un éclairement ae 12 heures de lumière blanche par jour, à 18Oc pour 

Phoma Zinguam, Phoma betaé, Phoma exigua var. foveata e t  à 22Oc pour l e s  autres .  



G m p k u e  9 : I n ~ h e n c e  de la shdesmole  PL s m  la w h s a n c e  
de Staphy Zococcus aureus et Streptococcus fecutis . 

a. rn d S ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ O C O C C U S  amus - Stuieptococcus feca lis 

1 .  * 
2 log  de la  concentration en sirodesrnine PL 

Des p a s t i l l e s  de papier  Whatman de 13 mm de diamètre placées 

dans des béchers s t é r i l i s é s ,  sont imbibées s o i t  pa r  100 d'une solut ion métha- 

nolique de toxine pure de concentration var iable ,  s o i t  par  100 pl de méthanol 

pour l e  témoin. Le solvant e s t  éliminé en plaçant l e s  béchers dans un dessica- 

t e u r  e t  en y f a i s an t  l e  vide pendant 15 minutes. L ' a i r  e s t  ensui te  r é in t rodu i t  

t r è s  progressivement. Les p a s t i l l e s  sont déposées dans des bo î tes  de P é t r i  sur  

un mil ieu gélosé d'eau de pomme de t e r r e  enr ich i  sur leque l  0,1 m i  d'une suspen- 

s ion de spores de s ' d i f f é r en t s  Champignons ont é t é  préalablement é t a l é s .  Les 

bo î tes  sont mises en incubation à 22OC, à l ' o b s c u r i t é ,  pendant 72 heures. 



La sirodesmine PL pure exerce sur toutes  l e s  souches t e s t ées ,  

à l 'exception de Phoma Zinguam, une toxic i té  dont l e s  e f f e t s  se  manifestent diffé- 

remment selon l e s  espèces e t  dont l 'amplitude e s t  fonction de l a  concentration 

employée. L 'effet  toxique se  t r adu i t  par une zone d ' inhibi t ion de l a  croissance 

du iqycéiium, apparaissant plus c l a i r e  par transparence. Le tableau 8 regroupe 

l e s  vaLeurs de l a  largeur des zones d' inhibition exprimées en mm, pour chaque 

espèce, en fonction des concentrations en sirodesmine PL, données en milligrammes 

par  m i l l i l i t r e .  

TcrbLeau 8 : M u  wre de t ' a c t i v X  &~ongLque de .ta b h d ~  - 
mine P L  pah lh mé-thde cies anitib.Loghammes. 

Une seule espèce, PeniciZZiwn e=cpanswn, se  révèle nettement plus 

sensible à l a  sirodesmine PL que l e s  autres.  Comme précédemment pour l e  sta- 

phylocoque e t  l e  streptocoque, l ' i nh ib i t ion  e s t  une fonction l inéa i r e  du loga- 

rithme de l a  concentration en toxine (graphique 10 ) .  Malgré tou t ,  l e  s eu i l  de 

toxic i té  r e s t e  relativement élevé puisque pour des concentrations in f i r i eu res  

à 1 mg/ml ,  l a  sirodesmine PL n'exerce plus aucun e f fe t  toxique, l e s  filaments 

l wcé l i ens  se développant même abondamment, sur l e s  p a s t i l l e s  de papier. 

Souches 

Aspergi ZZus n i d u k m  

AspergiZZus oryzae 
( souche 1 135 ) 

Botrytis cinerea 

PenidZZiwn expansm 

Phma betae 

Phoma e x i g u  
var, foveata 

P h a  Zingwm 

Trichotecium rosewn 

- 

Concentrat ions en toxine (mg/ml) ........................ ---------------- 
O 0 , l  0 ,s  1 2 4 6 1 O 

0 0 O 0 O O 2 4 

O O O O O 2 3 5 

O O O 0 0 0 2 6 

O O O 5 7 9 ' 11 12 

O O 0 O 0 O O 5 

O O O O O O O 2 

O O O O O O O O 

O O O O O 0 3 5 
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0,5 
* ' log de l a  concentration 

en sirodesmine PL 

La tox ic i t é  e s t  donc moins élevée que pour l e s  bactéries,  il 

faut  peut ê t r e  en trouver l ' expl ica t ion  dans l e  choix même de l a  méthode u t i l i -  

sée. Le f a i t  que l a  sirodesmine PL s o i t  insoluble dans l ' e a u  doit  restreindre 

fortement sa diffusion dans un milieu aqueux gélosé, surtout lorsque l e s  con- 

centrations de produit sont fa ib les  ; pourtant, dans ce cas,  l e  mycélium co- 

lonise  rapidement l a  p a s t i l l e  de papier; par conséquent, on ne peut rendre uni- 

quement responsable l a  diffusion insuff isante  de l a  toxine. 

Après avoir décr i t  l e s  étapes successives ayant mené à l ' iden-  

t i f i c a t i o n  de l a  sirodesmine PL e t  mis en évidence ses propriétés an t ib io t i -  

ques, nous al lons maintenant chercher à savoir s i  ce t t e  molécule a une incidence 

sur l e s  mécanismes d'agression du Champignon envers l e s  Crucifères. 



III. R O L E  DE L A  S I R O D E S M I N E  P L  D A N S  L A  M A L A D I E  

Le f a i t  de caractér iser ,  i n  v i t r o ,  l a  production de métabo- 

l i t e s  phytotoxiques gar un agent phytopathogène, n'implique pas, à pr io r i ,  que 

de t e l l e s  substances jouent un r ô l e  déterminant dans l e s  mécanismes d'action du 

paras i te  au sein de l a  plante-hôte. En e f f e t ,  l e s  conditions rencontrées par 

1 ' agent pathogène, i n  vivo, peuvent ê t r e  suffisamment différentes  pour que cer- 

ta ines  molécules ne soient pas synthétisées ou soient rapidement dégradées 

(SANWAL, 1956 ; GA<W, 1957). La responsabili té d'une toxine dans l a  maaifes- 

t a t i o n  d'une maladie donnée ne peut ê t r e  é t ab l i e  qu'en fonction d'un cer ta in  nom- 

bre de c r i t è re s  (RUDOLPH, 1976). Parmi l e s  principaux figurent : 

- l a  caractérisation de l a  toxine dans l e s  plantes parasi tées  uniquement, ceci 
consti tue l a  condition s ine  qua non (DIMoND e t  WAGGONER, 1953) ; 

- l a  mesure de l ' a c t i v i t é  biologique de l a  toxine, a f in  de comparer l e s  e f f e t s  
produits chez la plante aux symptômes induits par l e  paras i te  ; 

- l a  re la t ion  entre l ' ag res s iv i t é  de différentes souches du parasi te  e t  l e u r  
aptitude à produire, i n  v i t r o ,  l a  toxine ; 

- - l a  sens ib i l i té  à l a  toxine de cu l t ivars  de l ' h ô t e  manifestant un comportement 
très différent  à l a  maladie. 

Notre démonstration, dans l e  cas de l a  sirodesmine PL, a con- 

s i s t é  à aborder l'examen de ces différents  c r i t è re s .  

1) CARACTERISATION, IN VmO, DE LA SIRODESMINE PL 

A p a r t i r  d' e x t r a i t s  d'hypocotyles nécrosés, nous avons cher- 

ché à mettre en évidence l a  biosynthèse de sirodesmine PL, i n  vivo, au moyen 

de deux méthodes : l 'une indirecte  consistant à t e s t e r  l ' a c t i v i t é  biologique de 

l ' e x t r a i t ,  l ' a u t r e  directe  par analyse chromatographique sur couche mince de 

ge l  de s i l i c e  e t  en phase l iquide haute pression. 

a )  méthode- d 'extraction : 

En raison de l a  t r è s  fa ib le  polar i té  de l a  molécule, nous 

avons choisi  d 'effectuer l ' ex t rac t ion  du matériel  végétal en l 'absence d'eau. 

Les hypocotyles nécrosés ont donc é t é  au préalable lyophilisés.  Deux grammes 



d'hypocotyles nécrosés sont broyés dans un mortier jusqu'à l 'obtent ion d'une 

poudre fine.  Cette poudre e s t  mise ensuite en suspension daas un mélange chloro- 

forme-méthanol (9/1, v/v).  L'extraction se déroule à température ambiante pen- 

dant 30 minutes, sous ag i ta t ion  magnétique. Le mélange e s t  ensuite f i l t r é  sur  

papier f i l t r e ,  l e  papier é tan t  rincé par 20 ml. du solvant. L 'extrai t  e s t  évaporé 

à sec, sous vide, e t  l e  résidu lavé à l ' é t h e r  de pétrole  40'-6F0c, a f i n  d'élimi- 

ner l e s  pigments chlorophylliens. Après élimination de l a  solution éthérée, l e  

résidu e s t  repr i s  par un volume minimum de chloroforme, gvaporé à sec e t  à nou- 

veau lavé à l ' é t h e r  de pétrole . Cette opération e s t  répétée jusqu'à l 'obtent ion 

d'une solution éthérée incolore. Le résidu e s t  a lors  repr i s  par 1 m l  de chloro- 

forme, introdui t  dans un tube à hémolyse e t  évaporé à sec sous un courant d'a- 

zote. 

b) a c t i v i t é  bioloaique de l ' e x t r a i t  : 

Le résidu sec e s t  r ep r i s  par 50 Fi1 de méthanol e t  O , &  @ sont 

in jec tés  dans des hypocotyles de Chou. Dix plantes sont a ins i  éprouvées. Un pre- 

mier l o t  témoin ne reçoi t  que du méthanol ; dans un second, un e x t r a i t  d'hypo- 

cotyles sains obtenu de l a  façon décri te  ci-dessus, e s t  t e s t é .  Après 48 heures, 

on observe une dépression de l a  région de l'hypocotyle éprouvée par l ' e x t r a i t  de 

t i s s u s  nécrosés. Comme l e  montre l a  photo 3 , l ' e f f e t  toxique e s t  légèrement 

. pl- fa ib le  que celui  obtenu consécutivement à l ' i n j e c t i o n  de 1 pg de sirodesmine 

PL pure. Dans l e s  deux l o t s  témoin, aucun e f f e t  phytotoxique n ' e s t  observé. 

c ) analyse chromatogra~hique de 1 ' ex t ra i t  : 

. ckrtarnatugtrapkie swr c o d e  m&ce de g& de sLLice : 5 fl 
d ' ex t r a i t  d'hypocotyles nécrosés e t  sains a i n s i  que 5 pg de sirodesmine PL 

sont chromatographiés sur gel de s i l i c e  Schleicler-Schüll FI500 LS 254, imprégné 

d' indicateur de fluorescence, dans l ' a c é t a t e  d'éthyle. La toxine e s t  révélée 

so i t  : 

- par examen à l a  lumière ul t ra-violet te ,  à 254 nm ; l a  sirodesmine PL appa- 
r a î t  sous forme d'une tache sombre contrastast  avec l e  fond fluorescent du chro- 
mat0 gramme ; 

- par pulvérisation d'une solution aqueuse à 1 % de n i t r a t e  d'argent ; quelques 
secondes après,  l a  sirodesmine PL se révèle par une tache de couleur brune ; 



- par pulvérisation d'un mélange constitué de 0,2 g d'iode, 2,5 g d'iodure de po- 
tassium e t  0,2 g d'azi.de de sodium pour 100 m l  d'eau d i s t i l l é e .  Certains compo- 
sés  de l a  famille des épidithiodioxopipérazines possèdent l a  propriété de cataly- 
ses  l a  décomposition de l ' az ide  de sodium en présence du mélange iodo-ioduré 
(BREWER e t  TAYLOR, 1967). Daas l e  cas présent, l a  réaction qui e s t  t r è s  sensible, 
mais malheureusement t rès  fugace, s e  t r adu i t  par une coloration d'un bleu t r è s  
p a e .  

L'examen du chromatogramme des e x t r a i t s  d'hypocotyles révèle 

1 ' existence d ' un composé présent dans l e s  t i s s u s  nécrosés uniquement, en fa ib le  

quantité, migrant de façon identique à c e l l e  du témoin sirodesmine PL. La ca- 

ractér isat ion de ce composé e s t  plus  a i sée  à 254 nm qu'après pulvérisation de ni- 

t r a t e  d'argent. En e f f e t ,  dans l e  premier cas,  3 autres composés seulement sont 

détectés. La révélation au n i t r a t e  d 'argent, bien qu'étant plus spécifique que 

ce l l e  à l ' ac ide  sulfurique dilué,  met en évidence de nombreux composés e t  man- 

que de sens ib i l i t é  pour de fa ib les  quantités de toxine. Par contre, seule l a  

troisième méthode fournit  une révélation t r è s  spécifique e t  t r è s  sensible. 

On note également l a  présence dans l ' e x t r a i t  d'hypocotyles né- 

crosés d'un composé plus polaire migrant avec un Rf infér ieur  à 0,1 ; en e f fe t ,  

une importante tache brune ou blanche selon l e  révélateur employé, e s t  caracté- 

r i s ée  dails l a  région voisine de l a .  zone du dépôt ; l ' o r i g i n e  de ce compÔsé sera 

discutée ultérieurement. 
* 

L'ext ra i t  de t i s s u s  nécrosés a é t é  ensuite chromatographié 

avec un témoin sirodesmine PL dans 2 au t res  solvants : l e s  mélanges acétate d'é- 

thyle-chloroforme ( 1 / 1,  v/v) e t  chloroforme-méthanol (9812, v/v) . Les valeurs 

du Rf du composé supposé ê t r e  l a  sirodesmine PL a i n s i  que ce l l e s  du témoin toxine 

pure sont regroupées dans l e  tableau 9 . 

Solvants 

acétate dléthyle/chloroforme 

chloroforme /méthanol 

acétate d' éthyle 

Ext ra i t  d'hypocotyles 
nécrosés de Chou ---------------------.----------------------------- 

O,38 

O ,  42 

0,74 

Sirodesmine PL 

0,39 

0,42 

O ,74 



La toxicité de l'extrait dlhy-pocotyles nécrosés ainsi que la 

caractérisation en chromatographie sur couche mince d'une substance réductrice m i -  

grant de façon analogue à 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 d'autres techni- 

ques chromatographiques plus fines et nous awns recherché tout particulièrement 

une méthode pouvant également quantifier la production de la toxine. La chromato- 

graphie en phase gazeuse n ' est pas applicable à la simdesnine PL ; en effet, et 

en raison de la labilité de la molécule due en -de partie à la présence 

des 2 atomes de soufre, 5 pics sont recueillis à l'enregistrement. Ceci 

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

. chnomabgzaphie en phase &qui& haLLte ptre6hbn::: la sirodes- 

mine PL est chromatographiée sur une colonne de gel de silice pédiculaire de 

trie Corasil (waters) ; les différents paramètres fixés sont les suivants : 

- vitesse de débit : 2 ml/minute 
- vitesse d'enregistrement : 15 cm/heure 
- sensibilité : 0,01 
- détecteur en ultra-violet, à 254 m. 

Dix micro-litres d'une solution chloroformique de sirodesmire 

PL renfermant 20 ~ i g  de produit sont injectés et glués par un mélange chlorofor- 

me/hexane (9/1, v/v). Un pic unique est enregistré au bout de 2 mn 31 sec ; 20 p l  de 

solution chloroformique d'extrait correspondant à 180 mg de poids sec d'hypoco- 

tyles sains et nécrosés sont injectés séparément et élués par le même mélange 

solvant. Les élutogrammes obtenus sont représentés dans le graphique 1 1  . 
Pour l'extrait d'hypocotyles sains, deux pics sont obtenus avec 

un temps dfélution respectif de 35 secondes et 59 secondes. Par contre, l'extrait 

d'hypocotyles nécrosés renferme de nombreux composds absorbant dans l'ultra- 

"olet~ ceci se traduisant par plusieurs pics enregistrés pendant la première 

minute d'élution, mais surtout par la caractérisation d'un composé élué 2 minutes 

31 secondes après 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 à une @;amme étalon de sirodesmine PL 

établie dans les conditions de l'expérimentation, on peut estimer à environ 



ue 7 7  : Chttormzltoghapkie en phase Liquide W e  p ~ 6 -  
de 6&ce de : 

a : 30 Ug de sirodesrnine PL 
b : e x t r a i t  dlhypocotyles nécrosés 
c : e x t r a i t  d'hypocotyles sains  

( t )  : temps d lé lu t ion  en minute. 

92 Ug l a  quantité de sirodesmine PL ex t ra i t e  à p a r t i r  de 1 g de poids sec de 

t i s s u  nécrosé, s o i t  entre 1,2 pg e t  1,9 ~g par hypocotyle. 

$9 ,., 0 2) ACTIVITE BIOLOGIQUE DE LA SIRODESMINE PL 

Le symptôme l e  plus important consécutif à l ' a t taque  du Phoma 

Zinguam étant  l a  nécrose des hypocotyles, nous avons choisi  de comparer, à 20°C, 



l e s  e f f e t s  de l a  sirodesmine PL à ceux du Champignon, en injectant  l a  toxine dans 

des hypocotyles de p l a n t d e s  âgées de 3 semaines. En e f f e t ,  dans l e  cas de plan- 

tu l e s  contaminées par l e s  cotylédons, l e s  nécroses commencent à se former en gé- 

néral  après 20 jours d'incubation. La sirodesmine PL e s t  injectée sous forme de 

solution méthanolique à l ' a i d e  d'une Mcro-seringue "Hamilton1' pour chromatogra- 

phie en phase gazeuse, à raison de 0,h par hypocotyle ; des hypocotyles de 

plantes témoin ne reçoivent que du méthanol. Différentes concentrations de toxi- 

ne, a l l an t  de 10 pg à 0, l  pg, ont é t é  injectées.  Le procédé par inject ion e s t  

pratiqué assez couramment e t  a déjà  é t é  r éa l i sé  sur racines (BASSETT e t  a l . ,  

1969), sur t i g e s  (KERN e= NAEF-ROTH, 1971 ) e t  également sur feu i l l e s  (NACHMIAS 

e t  al., 1977). 

a )  s ens ib i l i t é  de l ' h m c o t u l e  : 

L'injection de 10 pg de toxine provoque au bout de 48 heures 

un important amincissement de l'hypocotyle de par t  e t  d 'au t re  du point d ' injec- 

t ion ,  sur 1 cm emriron ; en outre,  l a  région amincie e s t  dépourvue d'anthocya- 

nes. Pour de plus faibles  concentrations a l l an t  de 5 pg à 1 pg, l a  réaction se 

t r a d u i t  par une dépression plus ou moins profonde des t i s s u s  s i tués  à l a  périphé- 

r i e  du point d ' inject ion,  accompagnée d'une perturbation du métabolisme antho- 

cyanique semblable à c e l l e  observée précédemment. Pour des concentrations com- 

pr i ses  entre  0,6 pg e t  1 pg, on peut remarquer un t r è s  léger  e f fe t  mais pas 

chez toutes  l e s  plantes éprouvées, contrairement à ce que l ' o n  obtient pour des 

doses supérieures ou égales à 1 pg. Des concentrations inf i r ieures  à 0,6 vg 

ne provoquent aucune perturbation physiologique apparente, tou t  comme l e  métha- 

nol dans l e  l o t  témoin. La photo 4 montre l e s  e f f e t s  de 10 pg e t  de 1 pg de 

sirodesmine PL a ins i  que ceux du méthanol sur des hypocotyles de Chou. 

Dans l e s  conditions de 1' expérimentation, l a  dose minimale de 

sirodesmine PL pouvant engendrer chez toutes  l e s  plantes des perturbations phy- 

siologiques, a é t é  f ixée à 1 pg. 

b) sens ib i l i t é  du cotylédon : 

Généralement, d i x  jours après l a  pulvérisation d'une suspen- 

1 sion de conidies sur l e s  cotylédons de plantules âgées de 8 jours, toutes  l e s  

1 plantes présentent des macules cotylédonaires nettement formées. Les cotylédons 



de plantules de 18 jours ont é t é  sectionnés à l a  base du pé t io le ,  au niveau 

du noeud cotylédonaire e t  l 'extrémité  du pé t io le  e s t  mise à tremper, à 20°c, 

dans un tube à hémolyse renfermant 5 ml de solution active comprenant 100 @ 

de solution méthanolique de toxine ou de méthanol seul.  Les concentrations suivan- 

t e s  de toxine ont é t é  t e s t ées  : 10-5-2-1-O,? e t  0 , l  ug par m i l l i l i t r e .  Pour 

10 ug/ml e t  5 yg/ml de toxine, l e s  e f f e t s  ne se manifestent qu'après 96 heures 

de trempage : l e s  pét ioles  s'amincissent e t  l e s  cotylédons se  dessèchent pro- 

gressivement ; ceci s'accompagne en outre,  d'une dispari t ion de l a  chlorophylle 

ce qui a pour e f f e t  de donner aux cotylédons une coloration rougeâtre. Pour de 

plus faibles  concentrations, 2-1-0,5 e t  0,1 ug/ml, on n'observe aucun trouble 

physiologique de ce t te  nature. Toutefois, au bout d'une semaine, des racines se  

différencient à l a  base du pé t io le  puis s e  développent nettement dans l e  milieu. 

Le même phénomène se produit pour l e s  cotylédons témoin. 

3) SPECIFICITE D'ACTION DE LA SIRODESMINE PL 

A l 'exception des "pathotoxines'' qui manifestent une spécifi-  

c i t é  d'action t r è s  é t r o i t e  vis-à-vis de l a  plante hôte, l e s  autres phytotoxines 

sont capables de provoquer des symptÔmes chez des plantes appartenant à des 

familles t r è s  diverses. 

Pour déterminer l a  spéc i f ic i té  d 'action de l a  s i rodesdne  PL, 

nous avons eu recours au t e s t  de trempage appliqué à des plantules de Tomate 

ayant é t é  cultivées à 24OC. Cette espèce végétale a é t é  choisie en raison de sa 

sens ib i l i t é  à un grand nombre de toxines. 

Des plantules au stade 2 f eu i l l e s  ont é t é  sectionnées au niveau 

du co l l e t  e t  mises 8 tremper, à 20°C, dans des solutions act ives  renfermant 

200, 100, 50 e t  10 pg de toxine par m i l l i l i t r e .  Dans tous l e s  cas,  l a  sirodes- 

mine PL provoque un flétrissement des plantules d'autant plus rapide e t  d'au- 

t a n t  plus sévère que l a  concentration en toxine e s t  élevée. Dans l e  tableau 10 

nous avons indique l e s  temps nécessaires pour obtenir  l e  flétrissement complet 

des plantules en fonction des concentrations de sirodesmine PL. 



TabCeau 7 0 : R W n  en&e Ce t m p b  de ~ C W b e m e n t  de  
PMU de T o m t e  & la conceMJtrLaitian WI b ~ d e s ~ e  P L .  

La Tomate es t  manifestement sensible à l a  sirodesmine PL, mê- 

me pour de fa ib les  concentrations ; mais, dans ce cas, l a  réponse e s t  plus lon- 

gue à obtenir. 

Concentration en toxine 
( ) 

temps de f l é t r i s se -  
ment ( heure ) 

4) RELATION ENTRE L ' AGRESSIVITE DU CHAMPIGNON ET LA PRODUC- 
T I O N ,  Z'V VITRO, DE SIRODESMINE PL 

200 1 O0 5 O 1 O 

--------------I_---------------------- 

2 4 36 72 192 

Cette étude aboutit  parfois  à des résu l ta t s  controversés, dus 

essentiellement â.ux souches employées. En e f f e t ,  des modifications apportées 

dans l a  composition du milieu de culture peuvent entraîner des var iat ions non Cor- 

r é l a t ives  de l a  production de toxine chez des i s o l a t  s d'origine e t  d' agressivi té  

différentes(SANWAL, 1956 ; LUDWIG, 1957 ; EGLI, 1969 ; DE VAY e t  al., 1968 ; 

OTTA e t  ENGLISH, 1971 ) . L'u t i l i sa t ion  de mutants issus d'une seule souche e t  

présentant une grande va r i ab i l i t é  de l eu r  agressivi té  permet de donner une in- 

te rpré ta t ion  valable à une t e l l e  étude (PATIL e t  al., 1974 ; RUDOLPH, 1976). 

a )  obtention des souches : 

Six souches ont é t é  retenues pour notre expérimentation : 

- l ' i s o l a t  t r è s  agress i f ,  hétérothallique, de signe (+) avec lequel  nous avons 
r k u i s é  notre étude épidémiologique ; 

- 1 ' i s o l a t  conidien hétérothallique de signe (- ) ; 

- une souche issue de 1 ' i s o l a t  agressif  ayant muté spontanément au laboratoire .  
En e f f e t ,  ce t t e  souche présente des différences phénotypiques en culture pure 
avec l a  première, notamment à 1 8 O C ,  sur milieu gélosé d'eau de Pomme de t e r r e  
glucosé à 1 g. Alors que l ' i s o l a t  agressif  produit un mycélium ras e t  de t r è s  
nombreuses pycnides de p e t i t e  t a i l l e  donnant un aspect noirâtre  à l a  oul ture ,  
l e  mutant se caractér ise  par un mycélium dressé, l e s  pycnides sont beaucoup 
moins nombreuses, plus globuleuses e t  se  répart issent  t r è s  fréquemment en zones 
concentriques. Cette souche manifeste une agressivi té  t r è s  atténuée ; 

- - - 



- t r o i s  mutants obtenus par l ' ac t ion  d'un agent mutagène, l a  N-méthyl-N'nitro- 
N-Nitrosoguanidine sur l ' i s o l a t  t r è s  agressif .  Nous avons eu recours à l a  muta- 
genèse dans l e  but de sélectionner des souches produisant moins de toxine que l a  
souche sauvage. 

. ob.t&r&ion deb mu- : à 1 mi d'une suspension de conidies 

de l a  souche t r è s  agressive renfermant 103 conidies, on ajoute 1 ml d'une solu- 

t i o n  aqueuse d'agent mutagène de concentration variable. Le mélange e s t  mis en 

incubation 1 heure à 26Oc, à l 'obscur i té ,  sous agi ta t ion m t a t i v e ,  puis  centri-  

fugé. Le surnageant e s t  éliminé e t  l e  cvlot de conidies lavé par 1 m l  d'eau dis- 

t i l l é e  s t é r i l e .  La suspension es t  à nouveau centrifugée, l e  surnageant éliminé 

e t  l e  culot r ep r i s  à 1 m l  d'eau d i s t i l l é e  ; 0,1 ml sont é t a l é s  en boî te  de Pé- 

t r i ,  sur l e  milieu d'eau de Pomme de t e r r e  glucosé enrichi en ex t r a i t  de levure. 

Les boî tes  sont incubées à l 'obscur i té  à 22OC pendant 72 

heures e t  l e s  colonies survivantes nunérées. La courbe de survie des colonies 

obteriues en fonction de différentes  concentrations en agent mutagène e s t  repré- 

sentée dans l e  graphique 12 . A l ' i s s u e  de c e t t e  étude préliminaire, nous 

avons fixé à 35 pg/mi l a  concentration en agent mutagène $ u t i l i s e r  pour l a  su i te  

de notre expérimentation, ce qui correspond à un taux de survie d'environ 7 $. 

100 
nitrosoguanidine ( 



. c h o h  du mid%ie de h é e e d o n  : l ' u t i l i s a t i o n  de l a  muta- 

genèse pose inévitablement l e  problème du recours à une méthode simple e t  rapide 

de sélect ion des mutants, en vue d'en récupérer l e  plus grand nombre possible. 

En ce qui concerne notre problème -l'obtention de souches produisant moins de 

toxine- l a  méthode l a  plus simple consiste à caractér iser  directement l ' a c t i v i t é  

toxique des filtrats de cul ture  des souches recherchées. 

Les cultures des mutants sont réa l i sées  à l 'obscur i té  dans 

des conditions de milieu e t  de température identiques à ce l les  définies pour 

l 'obtent ion de l a  toxine. 

La méthode u t i l i s é e  pour l a  ségrégation des souches consiste 

à u t i l i s e r  l e s  propriétés phytotoxiques des f i l t r a t s  de cul ture  du Champignon, 

en ayant recours à un t e s t  de trempage de plantules de Tomates de 10 jours 

(s tade cotylédonaire). Celles-ci se  montrent en e f f e t  plus sensibles que des 

plantules de Chou du même âge. La température a é t é  fixée à 18OC dans l e  seul  

but de l imi t e r  l a  pollution des f i l t r a t s  pour une durée du t e s t  excédant 72 heu- 

res .  Dans ces conditions, un f i l t r a t  de cul ture  de 4 semaines de l a  souche agres- 

s ive provoque une diminution de l a  turgescence des pé t io les  e t  des cotylédons 

de Tomate au bout de 6 heures de trempage ; 12 heures après, toutes  l e s  plan- 

t u l e s  sont f l é t r i e s ,  l e s  hypocotyles commençant à s'amincir. Nous avons 

donc sélectionné tous l e s  mutants dont l e s  f i l t r a t s  de cul ture ,  après 96 heures 

de trempage, ne provoquaient n i  l e  flétrissement des cotylédons, n i  l a  plasmo- 

lyse  des hypocotyles. Sur 476 souches tes tées ,  5 ont présenté l e s  caractér is-  

t iques requises e t  ont é t é  désignées par l e  numéro d'ordre de l eu r  isolement ; 

il s ' a g i t  des mutants 61-143-204-304 e t  465. 

Ces mutants sont maintenus en cul ture  sur l e  milieu gélosé 

d'eau de pomme de t e r r e ,  glucosé e t  enrichi en e x t r a i t  de levure, à 18OC, sous 

un éclairement de 12 heures de lumière blanche par jour. L'aspect des mutants 

143 e t  304 se rapproche de ce lu i  de l ' i s o l a t  agressif  : un mycélium ras ,  de 

nombreuses p e t i t e s  pycnides donnant un aspect noi râ t re  à l a  cuïture.  Le mutant 

465 présente un aspect voisin de celui  du mutant naturel moins agressif .  Les 

mutants 61 e t  204 se distinguent t r è s  nettement des t r o i s  autres.  Le mutant 

61 fournit  un mycélium blanc se  développant de façon exhubérante non seulement 

sur l e  milieu mais également sur l e s  pa r t i e s  du tube n'étant pas en contact 

avec l e  milieu. Le mutant 204 fournit  un mycélium blanc, d'aspect cotonneux ; 

malgré de nombreux essa is  de milieux naturels  e t  synthétiques e t  de températures, 



nous ne sommes jamais parvenu à f a i r e  sporuler ces deux mutants. Ne pouvant 

a ins i  déterminer leur  agressivi té ,  i l s  n 'ont pas é t é  retenus pour notre expéri- 

ment a t  ion. 

b) re la t ion  ent re  l a  croissance des différentes  souches e t  l a  biosynthèse de 
sirodesmine PL. i n  v i t r o  : 

. C / L O . ~ ~ C L ~ C ~  deb b o u c h ~  : l a  croissance des souches retenues 

pour ce t t e  étude e s t  mesurée par l a  méthode des poids secs. Les cul tures  sont 

réa l i sées  en f i o l e s  de Roux dont l e  fond e s t  recouvert de baguettes de verre,  

sur l e  milieu synthétique u t i l i s é  pour l a  production de toxine, à l 'obscur i té  

continue, à 22OC. Des fragments de mycélium prélevés à p a r t i r  d'une cul ture  

sur milieu gélosé ont serv i  àl'ensemencement. Les  mesures ont é t é  effectuées 

à p a r t i r  du 6ème jour de culture jusqu'au 18ème jour, l'optimum de croissance 

de l ' i s o l a t  agressif  s e  s i tuant  au 16ème jour. Les différentes  courbes de crois- 

sance sont rassemblées dans l e  graphique 13 . Ce graphique f a i t  apparaître : 

- une similitude de l a  croissance des deux i s o l a t s  entre eux a i n s i  qu'avec tel- 
l e  des mutants 143 e t  304 ; 

- une croissance plus fa ib le  pour l e  mutant naturel spontané ; 

- une t r è s  f a ib l e  aptitude du mutant 465 à assimiler l e s  éléments du milieu ; 
ceci se t radui t  par l 'obtention, à l'optimum de croissance, de 3 f o i s  moins de 
mycélium qu'avec l a  souche agressive. 

. doaage d e  .la ~.imdmn.Lne P t  : combte tenu de l a  similitude 

entre  l a  croissance du Chanpignon e t  l 'évolution de l a  biosynthèse de l a  siro- 

desmine PL, i n  v i t ro ,  sur milieu synthétique ( FEREzoU e t  al. , 1980) , nous avons 

dosé l e s  quantités de toxine contenues àans des f i l t r a t s  de cul ture  de 16 

jours e t  comparé l e s  valeurs obtenues avec l e  poids sec mycélien r e c u e i l l i  pour 

ce temps de culture.  Pour chaque souche, l e  f i l t r a t  de cul ture  de 5 f i o l e s  s 

é té  ex t r a i t  au chloroforme, après avoir é t é  f i l t r é  sur de l a  gaze. Après sécha- 

ge à froid,  l e  solvant e s t  éliminé sous vide, à 30°C, e t  l e  résidu sec repr i s  

par 2 ml de méthanol ; 50 pi d' e x t r a i t  a i n s i  que 5 pg de sirodesmine PL sont 

chromatographiés sur gel  de s i l i c e  dans l ' a c é t a t e  d'éthyle. La toxine e s t  10- 

cal isée en lumière ul t ra-violet te  e t  éluée, pour chaque e x t r a i t ,  par 10 m i  de 

méthanol. Après centrifugation, l e s  é lua ts  sont dosés $ 230 nm e t  l e s  quantités 

de sirodesmine PL calculées par rapport à une courbe étalon du produit pur ; 

parallèlement, 50 lli. d ' ex t ra i t  sont chromatographiés dans l e  même solvant e t  

révélés au n i t r a t e  d'argent a f in  de comparer l a  production de toxine par l e s  



G q k i q u e  13 : Cmhaance compahée awr miLieu a q & w u e  
de6 deux  LAO^ c u W e n 6  et des m a n &  Piatuhd et in-. 

temps de cul ture  
( j o u r ) .  

M : i s o l a t  conidien de signe(*) ; D-• : i s o l a t  conidien de s igne ( - )  - : mutant na ture l  hypovirulent ; : mutant 143 
M : mutant 304 ; p.ll-q : mutant 465 



souches d'après l ' i n t e n s i t é  de l a  coloration des taches correspondant à l a  

sirodesmine PL. 

Les quantités de toxine produites a i n s i  que l a  croissance des 

différentes  souches, exprimées respectivement en pmole/ l i t re  de milieu de cul- 

t u re  e t  en mg de poids sec de mycélium, sont regroupées dans l e  tableau 11.  

T a b & u  1 7  : C o m ~ o n  entrte la pl~aduc-tion de b h d e b k e  
PL e;t la cho.tAaance de d i X X é ~ ~ & u  40uCheb. au 76We iowr de 

i- (+): i so l a t  hétérothallique de signe (+) , t r è s  agressif  
i. (-1: i so l a t  hétdrothallique de signe opposé, moins agressif  ; 
hypovirulent : mutant naturel  d 'agressivi té  atténuée 
143,304,465 : mutants induits.  

r 

Toxine (pmole/l) 

Poids sec de mycé- 
lium sec (mg)  

A p a r t i r  des valeurs indiquées dans ce tableau, on ne peut 

dégager aucune corrélation ent re  l a  croissance des différentes  souches e t  l eu r  

aptitude à biosynthétiser l a  sirodemine PL. En e f f e t ,  pour l e s  i so la t s  e t  l e s  

deux mutants 143, 304 qui ont une croissance équivalente, l a  biosynthèse de to- 

xine e s t  t r è s  variable. Il en e s t  de même pour l e  mutant naturel d 'agressivi té  

atténuée, dont l a  production de toxine e s t  beaucoup plus importante que c e l l e  

des souches précédentes, mais dont l a  croissance e s t  plus fa ib le .  On remarque, 

toutefois ,  pour l e  mutant 465, qu'à un f a ib l e  poids mycélien correspond une 

t r è s  fa ib le  quantité de toxine. 

c )  re la t ion  entre l a  biosynthèse de sirodesmine PL, i n  v i t ro ,  e t  l ' a ~ e s s i v i t é  
des souches : 

Souches 

Le pouvoir pathogène des souches e s t  déterminé par l e  pour- 

centage de plantules de Chou rouge nécrosées obtenu, à 20°C, après contamina- 

t ion  par pulvérisation d'une suspension de conidies sur l e s  cotylédons de 

----Y---- 

143 

62,75 

173 

i . ( + ) 

69,95 

172 

304 

13,37 

170 

---- 
465 

8,23 

58 

i. ( - ) 

111 ,11  

171 

----C---L---------- 

hypovirulent 

167,69 

135 



plantules de 8 jours. Les conidies des différentes  souches sont obtenues de l a  

même manière que pour ce l les  de l ' i s o l a t  agressif .  Les po ten t i a l i t é s  de biosyn- 

thèse de toxine des souches, exprimées comme précédernent en w l e  de toxine pro- 

dui te  par l i t r e  de milieu de culture,  sor t  comparées au pouvoir pethogène dans 

l e  tableau 12 . Nous avons également é t a b l i  dans ce tableau l e  rapport entre  l a  

quantité de toxine ( T )  produite par l ' i s o l a t  agressif  de signe (+) e t  l a  quan- 

t i t é  ( T t )  produite par l ' i s o l a t  de signe (-1 e t  l e s  mutants hypovirulent, 143, 

304. e t  465. 

Souches 
--------J--,-,-,, - -- 
i . )  i.(-) hypoviruiente 143 304 465 

Toxine (pmole  /1) 69,95 I I I , I I  167,69 62,75 13,37 8,23 

TYT I 196 2,4 0,89 0,48 0,12 

Pourcentage de 
nécroses 96 62,5 i 6 l 8 4 y 5  l 

Tl : quantité de toxine produite par l ' i s o l a t  de signe (-) r i . ( - ) ]  
e t  par l e s  mutants hypovirulent , 143, 304 e t  465. 

T : quantité de toxine produite par l ' i s o l a t  agressif  de signe (+) 
C i .  (+> 1 

Pour l e s  mutants 143, 304 e t  465, l a  diminution du pouvoir 

pathogène e s t  associée à une moindre production de toxine, mais sans aucune 

proportionalité.  Le mutant 465, malgré une très fa ib le  croissance sur milieu 

synthétique, e s t  néanmins capable de provoquer l a  mort de l a  moitié des plantes 

contaminées. Chez l ' i s o l a t  de signe (-1 e t  surtout chez l e  mutant naturel  peu 

agress i f ,  1 ' atténuation du pouvoir pathogène e s t  associée à une plus grande 

aptitude à synthét iser  l a  sirodesmine PL. Par conséquent, aucune corrélat ion 

ne se  dégage entre  l ' ag res s iv i t é  des souches e t  l eu r  capacité à produire l a  

sirodesmine PL. 



5 )  RELATION EDTRE LA SENSIBILITE VARIETALE DU COLZA ET LA 
SENSIBILITE A LA SIRODESMINE PL 

Dix plantules de deux cul t ivars  de Colza manifestant pour 

l 'm,  l e  cul t ivar  "Expander", une très grande sens ib i l i t é  au Champignon e t  pour 

l ' a u t r e ,  l e  cu l t ivar  "R ", une grande tolérance, ont é t é  éprouvées par injec- 9 
t i o n  de l a  toxine. Des solutions renfermant 10, 5, 2, 1 e t  0,5 vg de sirodesrni- 

ne PL pour 0,4 ont été injectées  dans des plantules de 3 semaines cul t ivées 

à 1 4 ' ~  e t  l a i s sées  ensuite à c e t t e  température. Comme l e  montre l a  photo 5 , 
l e s  e f fe t s  de l a  toxine sont rigoureusement analogues chez l e s  deux cul t ivars  ; 

48 heures après l ' i n j ec t ion  de 10 vg, on observe un important amincissement 

des hypocotyles sur 1 cm de long environ. Au bout du même temps e t  avec des 

doses de 1,  2, 5 pg, l e s  t i s s u s  de l a  région éprouvée se creusent'de façon 

d'autant plus importante que l a  concentration en toxine e s t  élevée. Les régions 

perturbées prennent une t e i n t e  g r i sâ t r e  e t  se délimitent par un l i s é r é  brun 

(photo 6 ). Aucune diminution de l a  turgescence des parenchymes n 'es t  v i s ib le  

avec 0,5 pg de toxine. 

Comme on peut l e  remarquer, ces observâtions sont identiques 

à ce l les  f a i t e s  consécutivement à l ' i n j e c t i o n  de sirodesmine PL, à 20°C, dans 

des hypocotyles de Chou. La vi tesse d'action de l a  toxine e s t  indépendante de 

l a  température à laquel le  se déroule l e  t e s t ,  puisqu'aussi bien à 20°C qu'à 

lbOc, 48 heures sont nécessaires pour l a  formation des symptômes. En outre ,  

chez l e s  deux cul t ivars  de Colza, l a  sens ib i l i t é  à l a  sirodesmine PL n ' e s t  

pas corrélat ive de l a  sens ib i l i té  au Champignon, l e s  mêmes quantités de toxine 

induisant l e s  mêmes ef fe ts .  Par conséquent, dans l'hypothèse 06 l a  sirodesmine 

PL se ra i t  impliquée dans l e s  mécanismes d'attaque du phom~ lingwmi, on ne peut 

a t t r ibuer  l a  différence de comportement à l a  maladie à une différence de sen- 

s i b i l i t é  à l a  toxine. 

Ceci implique également qu' il n 'exis te  pas de gène de ré- 

sistance à l a  sirodesmine PL chez des Colzas rés i s tan ts  au Champignon. 



IV. DISCUSSION 

Les substances du groupe des épidithiodioxopipérazines cons- 

t i t u e n t  une importante classe de métabolites fongiques parmi lesquels figurent 

l a  gliotoxine (BRUCE e t  al., 1944 ; WILKINSON e t  SPILSBURY, 19651, l e s  sporides- 

mines A e t  B (RONAWDSON e t  al. , 19631, l e s  aranotines (NEUSS e t  al., 1968 ; MIL- 

I;ER e t  al., 19681, l e s  chaetocines (HAUSER e t  al., 1970 ; HAUSER e t  al., 1 9 7 2 ) ~  

l a  chaetomine (SAFE e t  TAYLOR, 1 9 7 2 ) ~  l e s  hyalodendrines (STRUNZ e t  ai., 1973), l e s  

mélanicidines (ARGOUDELIS e t  REUSSER, 1971 ; ARWUDELIS, 1972), l e s  v e r t i c i l l i -  

nes (MII?ATO e t  al., 1971) e t  l 'épicorazine A (BAUTE e t  a l . ,  1976). 

A ce groupe, nous pouvons rat tacher  l a  toxine produite par  

Phom l ingwn,  dont l a  s t ructure e s t  apparentée à une sirodesmine ( CURTIS e t  

al., 1977) e t  plus particulièrement à l a  sirodesmine G. Il nous faut s ignaler  

qu'en plus de l a  sirodesmine PL, BOUSQUET a i so lé  des f i l t r a t s  de culture d'une 

souche de Phom lingwm, mais au cours d'une seule sér ie  d'expériences, l a  

forme t r i o l  correspondant à l a  désaeétyl sirodesmine PL (BOUSQUET e t  al., 

1977) 

Outre l eu r s  propriétés antibiotiques,  cer ta ins  de ces méta- 

bo l i t e s  soufrés se  caractérisent par une for te  a c t i v i t é  toxique pour l e s  cultu- 

res  de t i s s u s  animaux (DONE e t  ai., 1961 ; RONALDSON e t  al., 1963 ; TROW, 

1968 ; BREWER e t  al. , 1972) e t  inhibent l a  synthèse v i r a l e ,  en pa r t i cu l i e r  c e l l e  

des virus à RNA (MILLER e t  al., 1968 ; CURTIS e t  a l . ,  1977). La sirodesmine PL 

présente également un la rge  spectre d ' ac t iv i t é  toxique sur l e s  Champignons e t  

l e s  bactér ies ,  l e s  animaux (BOUSQUET e t  al. , 1977) e t  au même t i t r e  que l a  

sporidesmine (WRIGHT, 1968 ) , provoque d ' importantes perturbations chez l e s  

végétaux (BOUSQUET e t  a l .  , 1977 ; BOUDART, 1978). 

La sirodesmine PL joue-t-elle un rô le  déterminant dans l a  

colonisation par Phoma Zinguum des t i s s u s  de l ' hô te  très sensible qu'est l e  

Chou ?. 

Les Crucifères sont connues pour ê t r e  riches en métaboli- 

t e s  soufrés par t icu l ie rs ,  l e s  glucosinolates '(dont l e s  principaux sont l a  

gluconapine , l a  progoitrine , l a  glucobrassicanapine e t  l a  s inigr ine ) e t  égale- 

ment en acides aminés soufrés, leurs  précurseurs. La présence de deux atomes 



de soufre dans l a  niolécule de sirodesmine PL e t  l a  richesse en soufre des 

Crucifères constituent un argument favorable à l ' a t t r i b u t i o n  à l a  toxine d'un 

rô le  important dans l 'évolut ion de l a  maladie, puisque l e  Champignon trouve 

tous l e s  éléments de base nécessaires à l a  synthèse de c e t t e  molécule. De plus, 

l a  biosynthèse des composés soufrés e s t  particulièrement act ive chez l e s  plan- 

t e s  jeunes (JOSEFSSON, 1967). Le rô le  des facteurs trophiques présents dans l a  

plante-hôte e s t  important car,  pour ..certains agents phytopathogènes , l a  biosyn- 

thèse de phytotoxine n ' a  pu ê t r e  caractérisée que dans l e s  plantes contaminées. 

C'est l e  cas non seulement pour des parasi tes  obl igatoires  t e l s  qulErysiphe 

g ~ d n i s  (MULERD e t  SCOTT, 1955) e t  PuecinZa graminis (sILVERMAN, 1960) mais 

aussi  pour des parasi tes  f a c u l t a t i f s  t e l  qu1Erwi&a ~myZowra (GOODMAN e t  a l . ,  

1974) 

La biosynthèse de sirodesmine PL, i n  vivo, es t  effect ive.  1 
Nous avons pu caractér iser  dans des t i s s u s  nécrosés, c ' est-à-dire au stade u l -  

time de l a  maladie, l a  présence d'un composé possédant en couche mince sur ge l  

de s i l i c e  l e s  mêmes caractér is t iques que l a  sirodesmine PL. Nous avons égale- 

ment constaté l a  présence d'une substance réductrice,  plus polaire  que l a  

sirodesmine PL. Les t rop  fa ib les  quantités de ce produit n'ont permis n i  d'en 

déterminer l a  s t ructure n i  d'en connaître l e s  propriétés  biologiques. De ce 

f a i t ,  son origine demeure hypothétique ; il pourrait  s ' a g i r  du précurseur de 

l a  toxine, en l'occurence l a  phomamide (FEREZOU e t  al. ,1980), qui possède des Ca- 

rac tér i s t iques  chromatographiques voisines ; mais nous pensons q u ' i l  s ' a g i t  

plutôt  d'un produit de dégradation, comme ce la  a déjà  é t é  observé pour l a  

gliotoxine B (BREWER e t  TAYLOR, 1967). En e f f e t ,  l o r s  d'expériences destinées 

à connaître l e s  e f f e t s  de l a  toxine sur des cul tures  de t i s s u s  animaux, on a 

pu mettre en évidence l a  formation de composés réducteurs plus polaires  

(FEREZOU, communication verbale). Les mécanismes de dégradation de l a  sirodes- 

mine PL sont, à ce jour, totalement inconnus. 

La chromatographie en phase l iquide haute pression nous a 

permis de confirmer l a  biosynthèse, i n  .Irivo, de toxine. Cette technique f ine  

a également été appliquée à l a  détection des toxines de Rhizoctonia s o l m i  

dans l e s  plantes contaminées par l e  Champignon (BHUSHAN e t  al., 1980). Elle  

présente, en outre, 1 ' avantage de pouvoir quant i f ier  ce t t e  sy'nthèsë. En fa i sant  

abstraction de La substance réductrice polaire  dont l ' a c t i v i t é  biologique n ' a  pu 



ê t r e  déterminée, nous avons calculé que l a  quantité de toxine produite e s t  

comprise entre 1,2 Mg e t  1,9 pg par hypocotyle. Compte tenu de l a  sens ib i l i t é  

des hypocotyles à l a  sirodesmine PL, il e s t  t r è s  vraisemblable que l a  toxine 

contribue aux mécanismes de dégradation t i s s u l a i r e  engendrés par l e  Champignon. 

Toutefois, il es t  f o r t  improbable qu 'e l le  en so i t  à l 'o r ig ine .  En ef fe t ,  

lo rsqu 'e l le  e s t  injectée dans l a  plante,  c e t t e  molécule ne reproduit pas l e  

symptôme typique de l a  nécrose ; son action loca l i sée  se  l imi t e  uniquement à 

provoquer un déséquilibre osmotique des t i s s u s  éprouvés, accompagné d'une 

perturbation du métabolisme anthocyanique chez l e  Chou rouge. Sur l a  

photo 7 nous avons comparé l e s  e f f e t s  de l a  toxine à ceux du Champignon. 

Trois autres arguments nous la i ssent  penser que l e  rôle  

joué par l a  sirodesmine PL e s t  effectivement secondaire ; ce sont : 

- l a  non-spécificité d 'act ion de ce produit envers l e s  Crucifères. Toutefois, 
il faut  remarquer que t r è s  peu de toxines présentent une grande spéc i f ic i té  
d'hôte ; 

- l 'absence de corrélation entre  l e s  potent ia l i tés  de biosynthèse de toxine e t  
1' agressivi té  du Champignon. Pour '1 ' acide alternarique, un résu l ta t  semblable 
a é t é  obtenu ( B R U N  et; a l .  , 19521, tandis  que pour d'autres toxines, une rela- 
t i on  é t r o i t e  ex is te  effectivement (HUSAIN e t  KELMAN, 1958 ; WARD e t  al., 1961 ; 
HOITINH e t  al., 1966 ; JOH%ON, 1969 ; SCHLOSSER, 1971 ; KERN, 1972 ; DORN, 
1974 ; PATIL e t  a l . ,  1974) ; 

- l 'absence de re la t ion  entre l a  sens ib i l i t é  var iétale  des Colzas e t  l a  
sens ib i l i t é  à l a  toxine. Ce r é su l t a t  n ' e s t  pas surprenant dans l a  mesure où 
une corrélat ion t r è s  é t r o i t e  entre  l a  sens ib i l i t é  à un Champignon e t  à une 
toxine e s t  l a  principaie caractér is t ique des toxines spécifiques d'hôte. Ce- 
pendant, une t e l l e  corrélation a été décri te  pour des toxines non spécifiques, 
en pa r t i cu l i e r  ce l l e s  de VerticiZZiwn azbo-a tm (KEEN e t  a l . ,  1972) , e t  de 
F u s a r i z u n  monZifom ( SCOTT e t  FUTRELL, 1970) . 

V .  C O N C L U S I O N  

1 L'agent de l a  aécrose des hypocotyles de Crucifères, Leptos- 

phaer-ia rnacukn.s forme imparfaite Phoma Zinguum, synthétise, i n  v i t r o  e t  i n  

vivo, une substance douée d' ac t iv i t é s  antibiotique, an t iv i r a l e  e t  phytotoxique, 

l a  sirodesmine PL. L'ensemble des r é su l t a t s  acquis contribue à caractér iser  l a  



sirodesmine PL comme une vivotoxine selon l e s  c r i t è r e s  déf in is  par DIMOND e t  

WAGGONER e t  également comme une mycotoxine. En e f f e t  ce t t e  toxine,  non spé- 

c if ique des Crucifères, e s t  produite uniquement dans l e s  plantes contaminées, 

e t  a pu ê t r e  caractér isée par différentes  méthodes chromatographiques. Introdui- 

t e  à 1' é t a t  pur dans l a  plante,  e i l e  reproduit partiellement l e s  symptômes de l a  

maladie. Les quantités produites, Zn v i t r o ,  par d i f s r e n t e s  souches n 'é tan t  pas 

corrélatives de l eu r  agressivi té ,  on ne peut a t t r ibue r  à l a  sirodesmine PL 

qu'un rôle  secondaire dans l e s  mécanismes d'attaque du Champignon. Ceci e s t  

d'autant plus vrai que des Colzas rés i s tan ts  & ' la  maladie ne renferment pas de 

gène de résistance à c e t t e  toxine. 

Tout ceci nous conduit à rechercher l 'exis tence d'une autre  

forme d'action du Champignon, plus en rapport avec l e s  évènements qui se  dé- 

roulent dans l e s  premiers temps de 1' attaque paras i ta i re .  
i 



Phoz0 3 : 

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

que dlhypocotyles nécrosés (2 et 3) ; (1) hypocotyle témoin. 

Phoita 4 : 

Effet de l'injection de méthanol ( l ) ,  de 1 pg (2) et 10 pg (3) 

de sirodesmine PL pure dans des hypocotyles de Chou rouge, à 20°C. 

Phoz0 5 : 

Comparaison, à 14OC, entre la sensibilité à la sirodesmine PL 

dthypocotyles des cultivars "Rgl', très résistant à la maladie (R) 

et "Bcpander" , très sensible ( S) . 
RI-S : hypocotyles témoin 
R -S : effet de l'injection de 1 pg de toxine 
~ ~ - 5 ~  effet de l'injection de 10 pg de toxine 
3 3 '  

Les injections ont été pratiquées dans plusieurs régions des hypo- 

cotyles. 





Pb& 6 : 

Effet, à 14OC, de l'injection de 1 ug (1) et 5 pg (2) de sirodes- 
mine PL sur des hypocotyles du cultivar très sensible de Colza 

" Expander". 

Pb;to 7 : 

Comparaison entre les effets du Champignon ( 1 et 2) et ceux de 

la sirodesmine PL [IO vg (3) et 1 ug ( 4 ) ]  sur des hypocotyles 

de Chou rouge. 





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

Les raisons qui nous ont aaené à aborder cette étude enzymolo- 

gique découlent directement des observations effectuées en microscopie électro- 

nique sur l e  mode d'envahissement des t i s sus  de l 'hô te  par l e  Champignon. Compte 

tenu du r ô l e  secondaire joué par l a  sirodesmine PL, l a  nécrose des hypocotyles 

de Chou e s t  t r è s  vraisemblablement l a  résul tante  d'une act ion progressive du 

wcélium sur  l e s  parois ce l lu l a i r e s  de l a  plante.  Notre premier object i f  a con- 

s i s t é  à carac tér i ser  les gïycanases sécrétées par l e  Champignon dans des 

conditions de cuiture voisines de ce l les  q u ' i l  rencontre, i n  situ. Puis, nous 

avons or ien té  notre étude vers l e s  propriétés biologiques des f i l t r a t s  de cul- 

t u re ,  ce qui nous a permis de déceler l eu r  phytotoxicité e t  d'obtenir l a  repro- 

duction du symptôme de l a  nécrose. Nous avons a lors  entrepris  l a  purif icat ion 

du (ou des) composé(s) phytotoxique(s) en cause, e t  nous avons recherché s i  ce 

composé ne pouvait pas ê t r e  iden t i f i é  à l 'une des enzymes caractérisées aupa- 

ravant. 

Une caractér is t ique des agents phytopathogènes autres  que l e s  

virus e s t  l eu r  capacité de produire un cer tain nombre d'enzymes capables de dé- 

grader l e s  polysaccharides complexes constituant l e s  parois ce l lu la i res  végétales 



(BATEMAN e t  MILLAR, 1966 ; WOOD, 1967 ; ALBERSHELM e t  a l . ,  1969 ; WOOD, 1973) 

e t  même pour cer tains  d 'entre  eux, l a  capacité à dégrader l e s  constituants mem- 

branaires du plasmalemme, (PORTER, 1966 ; TSENG e t  BA-, 1968 ; TSEiVG e t  

MOUNT, 1974). La production e t  l ' a c t i v i t é  de ces enzymes dépendent beaucoup des 

conditions d'environnement rencontrées par l e  paras i te :  de l a  nature du substrat ,  

du pH e t  des produits du catabolisme. La répression de l a  biosynthèse des polyo- 

sides-hydrolases par l e s  sucres réducteurs es t  un phénomène courant (KEEN e t  

HORTON, 1966 ; PATIL e t  DIMOND, 1968 ; BIEHN e t  DIMOND, 1971 ; SPALDING e t  

al., 1973 ; GOODENOUGH e t  -TON, 1974 ; COOPER e t  WOOD, 1975). Ce phénomène de 

répression peut même avoir une incidence sur l e  devenir de l a  maladie (HORSFALL 

e t  DIMOND, 1957 ; HORTON e t  KEEN, 1966 ; KEEN e t  HORTON, 1966 ; PATIL e t  DIMOND, 

1968 ; ZUCKER e t  KAmKIN, 1971 ; BUGBEE, 1973). 

Par conséquent, comme pour l e s  phytotoxines, l e  f a i t  qu'un agent 

pathogène produise de t e l l e s  enzymes dans des conditions a r t i f i c i e l l e s  de cul- 

t u re  ou dans l e s  plantes malades ne constitue pas une véri table  preuve,suffisan- 

t e  pour l eu r  a t t r ibuer  un r ô l e  pathogénique (HANCOCK, 1967). A ce t t e  f in ,  il 

e s t  indispensable d'apprécier à sa  juste  valeur l ' e f f i c i ence  de ces biocataly- 

seurs,  ne serait-ce qu'en l e s  confrontant, in v i t r o ,  avec un substrat  tout  à 

f a i t  approprié, en l'occurence une préparation de parois ce l lu l a i r e s  de l a  plan- 

te-hôte sensible (BATEMAN e t  al., 1969 ; ENGLISH e t  al., 1972, BATEMAN e t  a l - ,  

1973 ; BACKER e t  al . ,  1977 ; DOUX-GAYAT e t  a l . ,  1978). Il e s t  également essen- 

t i e l  de mettre en évidence, par des méthodes cytologiques e t  biochimiques, l e s  

a l té ra t ions  subies par l e s  parois ce l lu la i res  dans l e s  plantes infectées 

(HANCOCK, 1967 ; LUMSDEN, 1969 ; BA=, 1970 ; AURIOL, 1973). 

Depuis longtemps, l e s  enzymes pectolytiques font 1 ' obj e t  de 

t r è s  nombreuses investigations en raison même de l a  place importante qu'occupent 

l e s  substances pectiques dans l a  composition de l a  lamelle moyenne e t  de l a  paroi 

primaire, au sein de l a  s t ructure t i s su la i r e .  Ces enzymes sont largement répan- 

dues chez l e s  microorganismes phytopathogènes. Dans l a  l i t t é r a t u r e ,  l e s  a r t i c l e s  

concernant s o i t  leur  production i n  v i t r o ,  so i t  l eu r  rô le  dans l a  maladie ou 

encore leurs  propriétés physico-chimiques lo r squ ' e l l e s  sont purif iées ,  abondent. 

S i  pour certaines maladies il ne f a i t  pas de doute que l e s  enzymes pectolyti-  

ques contribuent pour une grande part  au déroulement du processus infectieux 

( w ~ O D ,  1960 ; KANCOCK e t  al. , 1964 ; HANCOCK e t  MILLAR, 7966 ; BATEMAN e t  



MILLAR, 1966 ; MULLEN e t  BATEMAN, 197 1 ; CHAiV e t  SACKSTON, 1972 ; FERRARIS e t  a l .  , 
1974), dans d'autres cas, ce rôle e s t  plutôt su je t  à controverse. La meilleure 

i l l u s t r a t i o n  en e s t  fournie par l e s  études réa l i sées  sur l a  v e r t i c i l l i o s e  du 

Coton, où seule l a  sélection de mutants agressifs  plus ou moins producteurs 

d'enzymes a permis d'apporter des éléments de réponse valables à une s u i t e  

de contradictions (PUHALLA e t  HO-, 1975 ; HOWELL, 1976). Des travaux récents 

sur des polygalacturonases ont conduit l e s  auteurs à l eu r  a t t r ibue r  un rô l e  

dans l e s  mécanismes de reconnaissance de l ' hô te  (CERVONE e t  al., 1978 ; 

FANELLI e t  al. , 1978). En e f f e t ,  ces enzymes exis tent  sous de multiples for- 

mes que 1 'on peut séparer par l a  technique d 'é lectrofocal isat ion ( FIELDING 

e t  BYRDE, 1969 ; BATEMAN, 1972 ; PRESSN e t  AVAMTS, 1973 ; CERVONE e t  al., 

1977 ; ARINZE e t  SMITH, 1979) ; certaines isoenzymes sont parfois  caracté- 

r i s t iques  de l a  spécial isat ion é t r o i t e  du microorganisme, c ' e s t  l e  cas pour 

Rlrizoctonia s o k n i  (SCALA e t  aï. , 1980). 

I I .  CARACTERISATION DES GLYCANASES PRODUITES, I N  V I T R O ,  EN P R E -  
S E N C E  D E  PAROIS CELLULAIRES 

Les éléments entrant dans l a  composition du milieu de cul ture  

sont ceux u t i l i s é s  pour l e  milieu destiné à l a  production de sirodesmine PL, à 

l 'exception de l a  source de glucides. Le glucose, u t i l i s é  précédemment, e s t  rem- 

placé par une préparation de parois ce l lu l a i r e s  purif iées  d'hypocotyles de Chou, 

à raison de 5 g par l i t r e  de milieu ; nous avons choisi  ce t t e  source d imen ta i r e  

pa r t i cu l i è re  dans l e  but de placer l e  Champignon dans des conditions se rapprochant 

l e  plus de ce l l e s  q u ' i l  rencontre dans l a  plante.  En e f fe t ,  nous avons montré 

précédemment (première pa r t i e ,  chapitre 3) que l a  colonisation de l ' hô te  se  fai-  

s a i t  pendant l e s  premiers temps de l ' i n fec t ion  uniquement par voie in te rce l lu la i re .  

Pour souligner l'importance de cet aspect,  nous citerons l'exemple du Ceratocystis 

uhk, agent responsable de l a  maladie des Ormes, qui produit 200 fo i s  plus de poly- 

galacturonase e t  de cel lulase lorsqu'on ajoute au milieu de cul ture  une préparation 

à base de pectine d'Orme (BIEHIV e t  DIMOND, 1970) ou plus simplement de l a  sciure 

de bois d'Orme (BIMDEAU, 1973). 

Les parois sont préparées selon l e  protocole de NEVINS (NEVINS 

e t  al. , 1968). Les hypocotyles de plantules de Chou de 15 jours, cul t ivées à 20°C, 

sont récupérés e t  broyés dans un tampon phosphate mono-bipotassique 0;l M à 

pH ?,O, à l ' a i d e  d'un broyeur de type "Ultra-turrax" ( 1 l i t r e  de tampon pour 

100 g de poids f r a i s  d'hypocotyles). Le mélange e s t  ensuite mis en ag i ta t ion  

pendant une heure, à basse température. Après 20 minutes de centrifugation à 
< 



4000 t/mn, l e  surnageant e s t  éliminé e t  l e  culot lavé deux f o i s  par l e  tampon 

puis une fo i s  par de l ' e a u  d i s t i l l é e ,  avant de subir un nouveau broyage, pen- 

dant 5 minutes, dans l e  mélange chloroforme/méthanol ( 1 / 1 ,  v /v) .  La préparation 

e s t  la i ssée  30 minutes dans l e  solvant, à k O c ,  puis f i l t r é e  sur verre f r i t t é .  

Un lavage à l 'acétone constitue l a  dernière étape du protocole de purification. 

La préparation e s t  séchée à 30°C sous un courant d ' a i r  ; a i n s i  t r a i t é e ,  e l l e  

représente environ 1,7 % du poids f r a i s  dlhypocotyles. 

Les cultures sont réa l i sées ,  à 20°C e t  à l ' obscur i t é ,  dans des 

f i o l e s  de Roux renfermant chacune 0,5 g de préparation de parois pour 100 m l  

de milieu. L'emploi de baguettes de verre n 'es t  pas indispensable, car  l a  pré- 

paration s u f f i t  à fournir un bon support pour l ' aé ra t ion  des filaments mycé- 

l iens .  Au 6ème jour, l e s  cultures sont récupérées, f i l t r é e s  sur verre f r i t t é ,  

centrifugées pour éliminer l e s  conidies e t  l e  surnageant e s t  dialysé contre 100 

volumes d'eau d i s t i l l é e  froide pendant 16 heures. Les enzymes contenues dans 

l e  f i l t r a t  dialysé sont caractériséies, à 30°C, à l ' a i d e  de substrats  appropriés 

en solution ou en solution-suspension dans différents  tampons de molarité 0,2 M 

de pH variable. Du dialysat  bou i l l i  3 minutes à 100°C est  u t i l i s é  pour l e s  

essa is  témoin. 

Pour chaque enzyme, nous avons déterminé l e  pH optimum d'ac- 

t i v i t é  e t  pour cer taines ,  l ' iof luence de l a  concentration en enzyme e t  en subs- 

t r a t .  Pour l a  connaissance de l a  valeur optimale du pH, d i f fé rents  tampons ont 

é t é  employés selon l a  gamme de pH à u t i l i s e r  ; a ins i ,  pour des valeurs a l l an t  

de 3,5 à 5,0, de 5,5 à ? , O ,  de 7,5 à 9,O e t  de 9,5 à 10,5 l ' a c t i v i t é  a é t é  

évaluée respectivement dans un tampon acétate  de sodium, acide citrique-phos- 

phate de sodium bisodique, Tris-HC1 e t  glycocolle-soude. 

1 )  CAFUCTERISATION D'ENZYMES PECTINOLYTIQUES 

Selon une c lass i f ica t ion  proposée par BATEMAN e t  MTLLAR (BATE- 

MAN e t  MTLLAR, 1 9 6 6 ) ~  l e s  enzymes pectoïytiques peuvent ê t r e  classées : 

- en hydrolases e t  en trans-éliminases selon que l e  mode de coupure s 'effectue 
par nydrolyse ou trans-élimination ; 

- en polyméthylgalacturonaçeç ou polygaiacturonases e t  en pectine trans-éliminases 
ou pectate trans-éliminasesd'après l a  spéc i f ic i té  pour l e  substrat  : en l'occu- 
rence des pectines méthylées ou des acides pectiques faiblement méthylés ; 



- en exoenzymes e t  endoenzymes, selon que l'enzyme attaque l e s  chaînes pectiques 
par récurrence (forme exo) ou par clivage en p e t i t s  chaînons (forme endo). 

a )  mise en évidence d'une polyméthyl~alacturonase : 

La propriété qu'a ce t t e  enzyme de diminuer l a  viscosité d'une 

solution de pectine de ci t ron a é t é  mise à pro f i t  pour sa  caractérisation ; 5 

de solution de pectine de c i t ron  (SIGMA) à 1 % dans un tampon acétate  de sodium 

0,2 M de pH 5,O sont mélangés dans un viscosimètre à 5 m i  de dialysat .  Une 

goutte de toluène e s t  ajoutée comme agent bactériostatique. Des mesures succes- 

sives de temps d'écoulement sont effectuées e t  l e  r é su l t a t  f i n a l  e s t  exprimé 

en pourcentage de réduction de viscosi té ,  calculé d'après l a  formule suivante : 
To - Tt x 100 dans laquelle Ta, T t  e t  TA représentent respectivement l e  temps To - TA 
d' écoulement : 

- du mélange témoin dans lequel 1 ' enzyme e s t  inactivée (To) ; 

- du mélange réactionnel au temps t ( T t )  ; 

- du tampon acétate  (TA).  

La représentation graphique de l ' a c t i v i t é  se trouve dans l e  I 
graphique 14 où nous avons également reporté 1 ' influence du pH. L ' enzyme pré- l 
sente une a c t i v i t é  maximale à pH 4,6 dans l e  tampon acétate .  I 
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La forme endo de l'enzyme s e  distingue aisément de l a  forme 

exo par l a  mesure du pouvoir réducteur apparu dans l e  mélange réactionnel lors-  

que l a  viscosi té  de l a  solution e s t  réduite de 50 %. En e f f e t ,  à ce stade de 

l 'hydrolyse, l'endoenzyme ne l i b è r e  que 0,5 % à 3 % de groupements réducteurs 

(NAGEL e t  VAUGH, 1961) contre 20 % à 25 pour l'exoenzyme (Mc M I W  e t  al., 

1964). 

Lorsque l a  diminution de v iscos i té  du mélange a t t e i n t  50 %, l a  

réaction enzymatique e s t  a r rê tée  par  2,5 volumes d'éthanol à 95' ; l e  gel  qui 

se  forme e s t  éliminé par centrifugation, l a  solution alcoolique e s t  évaporée 

à sec e t  l e  résidu e s t  r ep r i s  par  10 ml d'eau d i s t i l l é e .  Le pouvoir réducteur de 

l a  solution aqueuse e s t  mesuré par l a  méthode calorimétrique à l'arsénomolybdate 

d'ammonium de NELSON (NELSON, 1944) modifiée par SOMOGYI (SOMOGYI, 1952) e t  éva- 

lué  par rapport à une courbe étalon d'acide a-D monogalacturonique. Le nombre 

de groupements réducteurs l i bé rés  calculé représente 1 ,6  % du substrat ,  l'enzyme 

e s t  donc une endopolyméthylgalacturanase . 

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

Cette enzyme possède l a  propriété de couper l e s  l ia i sons  

a-1,4 en provoquant l a  formation d'une double l i a i son  entre l e s  carbones 4 e t  5 

des résidus galacturoniques , par  su i te  d'une déshydratation intramoléculaire. 

Le produit formé étant  i n ~ a t u r é ,  on peut l e  doser s o i t  en lumière u l t r av io le t t e  

à 230 nm (ALBERsHEIM e t  al., 1 9 6 0 ) ~  so i t  par  une méthode c o l o r i d t r i q u e  approprié 

(WEISSBACH e t  HURWITZ, 1959). Le principe e s t  l e  suivant : l e  composé insaturé 

s '  isomérise en acide 4 déoxy-5 céto-uronique (PREISS e t  ASIIWELL, 1963) ; l 'oxydati  

periodique de ce produit fourni t  un composé caractér is t ique,  l e  B-formyl pyruvate 

qui réagi t  avec l ' a c i d e  thiobarbiturique pour former après chauffage, un chromo- 

phore rouge absorbant à 548 nm. 

Les deux méthodes ont é t é  employées pour caractér iser  l'enzyme 

après différents  temps d' incubation. Les r é s u l t a t s  sont exprimés s o i t  en densi- 

t é  optique lorsque l a  mesure e s t  effectuée à 230 nm, so i t  en nanomoles de 

6-formyl-pyruvate formées par m i l l i l i t r e  sachant que 10 nmoles de ce composé dom 

une densité optique de 0,290 à 548 nm (PREISS e t  AS-, 1963). 

La réaction enzymatique se  déroule en présence ou non d' ions 

calcium qui manifestent, en général, un net e f fe t  act ivateur  ; une solution de 

pectine de ci t ron à 1 % dans un tampon T r i s / H C l  0,2 M pH 8,5 constitue l e  subs- 

t r a t .  Le milieu réactionnel comprend : 



- 0,25 m l  de solution enzymatique 
- 0,25 m l  de substra t  
- 0,5 ml T r i s - H C 1  0,2 M, pH 8,5 

- 0,25 m i  de solution enzymatique 
- 0,25 m l  de substra t  
- 0,40 m l  T r i s - H C 1  0,2 M, pH 8,5 
- 0,1 m l  de CaC12,  2H20, 0,01 M 

L'influence du pH sur  l a  réaction enzymatique a é t é  évaluée 

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

Les r é s u l t a t s  reportés dans l e  graphique 15 montrent une répon- 

se  d i f fé ren te  selon l a  méthode u t i l i s ée .  Mesurée à 230 nm, 1 ' a c t i v i t é  de l ' en-  

zyme p a r a î t  étroitement dépendante de l a  présence d'ions-calcium, a lo r s  qu'à 

548 nm, on peut l a  mettre en évidence sans effecteur  ; on ne peut trouver d'ex- 

p l i ca t ion  que dans une plus grande s e n s i b i l i t é  de l a  seconde méthode. Comme dans 

l a  majorité des cas,  l a  v i tesse  de réact ion e s t  nettement accrue sous l ' in f luen-  

ce des ions calcium e t  présente une valeur m a x W e  dans un tampon T r i s / H C l  à 

pH 8,8 ; pour des valeurs infér ieures  à 7,5 l'enzyme n 'ag i t  pas. 

L'influence de l a  concentration en subs t ra t  e t  en enzyme a é t é  

également analysée, ce t t e  fo i s  en l 'absence de calcium e t  par l a  méthode de 

WEISSBACH e t  HURWITZ. Dans l e  premier cas, on f a i t  a g i r  l e  f i l t r a t  sur  diverses 

concentrations de pect ine de c i t ron  en solut ion dans du tampon T r i s / H C l  0,2 M 

pH 8,8, pendant 1 heure à 30°C. La réact ion e s t  indépendante de l a  concentra- 

t i o n  en substra t  pour des valeurs supérieures à 0,5 %. 

Dans l e  second cas, l a  concentration du substra t  e s t  de 0,5 %, 
l e s  d i f fé ren tes  concentrations en enzyme é t an t  obtenues par d i lu t ion  du f i l t r a t  ; 

l e  temps de réact ion r e s t e  l e  même. Il y a sa tura t ion  de l'enzyme pour chaque 

concentration (graphique 15 ) . 
Par un mode de révélation basé sur l e  même principe que l a  

méthode de dosage de WEISSBACH e t  HURWITZ, on peut carac té r i se r  spécifiquement 

l e  produit  de l a  réact ion en chromatographie (WARREN, 1960). Pour cela ,  on pré- 

c i p i t e  l e  subs t ra t  par 2,5 volumes d'éthanol à 95O, on centrifuge e t  on évapore 

à sec l a  solution aicoolique. Le résidu e s t  r ep r i s  par 100 @ d'eau d i s t i l l é e  ; 

10 pl sont chromatographiés sur  du papier Whatman no 1 dans l e  mélange solvant 

méthanol/acide formique/eau (8:13/7, v/v/v). Après séchage, on pulvérise succes- 

sivement sur  l e  chromatogramme : 
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- une solution aqueuse de periodate de sodium 0,02 M (on l a i s s e  ag i r  15 minutes) ; 

- un mélange éthylène-glycol/acétone/acide sulfurique concentré ( 50/50/0,3, 
v/v/v) (on l a i s s e  agir  10 minutes) ; 

- une solution aqueuse à 6 $ d'acide thiobarbiturique. 

Un chauffage à 100°C d'une durée de 5 minutes f a i t  apparaître 

une tache rouge ayant un R f  de 0 ~ 7 6 .  On n'obtient aucune révélation avec un 

témoin acide cl-D-monogalacturonique . 
Cette méthode chromatographique permet de confirmer l ' ex is -  

tence d'une pectine trans-éliminase dans l e  f i l t r a t  de culture.  

c )  essai  de mise en évidence d'une ~ectineméthylestérase : 

Cette enzyme catalysant l a  l ibéra t ion  de méthanol à p a r t i r  des 

es te rs  méthyliques des chaînes pectique&, on dose par t i t r imé t r i e  l e s  fonctions 

carbowliques apparues. La méthode que nous avons employée e s t  inspirée de ce l le  

de KERTESZ (KERTESZ, 1955). A 5 m i  de d ia lysa t ,  on ajoute 5mi d'une solut ion 

de pectine de ci t ron (méthylée 8 70 %) renfermant du chlorure de sodium 0,1 M 

e t  dont l e  pY a é t é  amené à 5,O e t  à 7,O par addition de soude. Toutes l e s  

30 minutes, pendant 4 heures, l e  pH du mélange e s t  mesuré au pH mètre e t  ramené 

à sa  valeur i n i t i a l e  avec de l a  soude 0,02 M. 
. 

Les valeurs des essa is  sont toujours restées  égales à ce l les  

des témoins renfermant de l a  solution enzymatique boui l l ie ,  par conséquent l e  

f i l t r a t  ne contient pas de pectineméthylestérase. 

2 ) CARACTERISATION D ' EXZYMES CELLULOLYTI QUES 

Quelques Champi gnons , notamment M c h o d e m  triride, @rotheciwn 

vemc-a,  Botryod-iplodia theobromae, dégradent l e s  f ibres  de cellulose grâce 

à un complexe enzymatique comprenant deux sor tes  de cel lulases ,  l e s  cel lulases  

de type C l  e t  C, (REESE, 1956). Les premières scindent l e s  f ibres  de cellulo- 

se  en f ibres  de p e t i t e  t a i l l e .  Les secondes transforment l e s  f i b r i l l e s  en 

produits solubles e t  finalement en glucose (HALLIWELL, 1966 ; SELBY e t  

U T L A N D ,  1967 ; UMEZURIKE, 1970 ; HALLIWELL e t  MOHAMED, 1971). Récemment, une 

carboxyméthyl trans-éliminase a é té  pour l a  première fo is  caractérisée (ARUN 

1978). 



a) essai de caractérisation d'une cellulase de type Cl: 

Cinq millilitres de dialysat sont ajoutés à 5 millilitres de 

tanrpon de Mac Ilvaine (acide citrique-phosphate bisodique) 0,2 M de pH 5,O 

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 à incuber 3 jours à 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, dû à la libération de glucose. 

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

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

b) mise en évidence d'une carboxyméthylcellulase : 

Cette activité se caractérise et se mesure soit par viscosimé- 

trie, soit par dosage des groupements réducteurs libérés ; 5 ml d'une solution 

de carboxyméthylcellulose (SIGMA) à 1 % dans du tampon de MBc Ilvaine 0,2 M à 

pH 5,O sont introduits dans un viscosimètre et mélangés à 5 ml de dialysat , 
avec une goutte de toluène. La mesure de l'activité enzymatique et l'expres- 

sion du résultat se font de la même manière 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 carboxyméthylcellulsse. 

L'enzyme présente une activité maximale à pH 6,0 ; les courbes d'activité sont i 
regroupées dans le graphique 16 . I 
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3 ) CARACTERISA-TION D ' HEMI CELLULASES 
On 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 primire. Le principe consiste à 

faire agir 0,5 m i  de dialysat avec 0,5 ml d'une solution ou d'une solution- 

suspension de substrat à 1 % dans du tampon de Mac Ilvaine 0,2 M à 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 à une courbe étalon du monomère 

correspondant. Les substrats que nous nous sommes ~rncuré dans le commerce sont -: 

du xylane (SIGMA) , de la laminarine ( 8- 1 ,3 glycane) (K. L. L. ) , du gaïactane 
(N.B. C. ) , du mannane (SIGMA) , de 1' arabinogalactane ( SIGMA) et de 1 'arabane 

(SIGMA) . 

Le filtrat dialysé provoque uniquement la dégradation du xylane 

et de la laminmine ; aucune activité concernant les 4 autres substrats n'a pu 

etre decelée, même en prolongeant le temps d'incubation. La xylanase et la lami- 

narinase présentent une activité maximale, déterminde après 30 minutes d'incu- 

bation, respectivement à pH 6,2 et à pH 6,0. 

L'influence de la concentration en substrat et en enzyme  SI^ . 
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 à 1 % ; 
- l'enzyme reste toujours saturée quelle que soit sa concentration. 

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

Eh résumé, lorsque Phom linguam est mis en présence de parois 

cellulaires, il produit des enzymes capables de dégrader des substrats de nature 

pectique, cellulosique et hémicellulosique. Les conditions de culture étant voi- 

sines de celles qu'il rencontre dans la plante pendant les premiers jours de 

l'infection, il est important de connaître, in vitro, l'évolution de la synthè- 

se de ces. différents biocatalyseurs, essentiellement pour savoir si certains sont 

produits plus rapidement que d'autres. Les enzymes dont la synthèse est précoce 

sont en effet susceptibles de jouer un rôle plus déterminant dans 1' initiation de 

la dégradation des parois de l'hôte contaminé que celles produites plus tardive- 

ment. 
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I I I .  CINETIQUE D E  PRODUCTION, I N  VITRO,  DES DIFFERENTES GLYCANASES 
E N  P R E S E N C E  D E  PAROIS CELLULAIRES 

A p a r t i r  du 3ème jour de culture e t  pendant 12 jours, nous 

avons suivi quotidiennement l a  production des enzymes caractér isées  précédemment 

Les cultures sont réal isées  en Erlen-Meyer de 300 m i  renfermant chacun 20 m i  

de milieu synthétique e t  100 mg de parois, à 20°C e t  à l 'obscur i té  ; l e s  f i l -  

t r a t s  sont ensuite r ecue i l l i s  par  f i l t r a t i o n  sur verre f r i t t é ,  centrifugés e t  

dialysés. Les r é su l t a t s  sont exprimés en unités d ' a c t i v i t é  enzymatique r e l a t i -  

ve que nous définirons avant de comparer l e s  délais  de production des différen- 

t e s  enzymes. 

1 )  DEFINITION DES UNITES D'ACTIVITE RELATIVE 

a )  ac t iv i t é  pol'rméthylgalacturonase e t  carboxyméthylcellulase : 

Par l a  méthode de dosage viscosimétrique, 1 'unité d 'ac t iv i té  

s'exprime communément par l a  formule suivante : ' 
x 100, dans laquel le  t 

50 
représente l e  temps nécessaire, à 30°C, pour 50 $ de réduction de vis- 

cosi té  du mélange, 1' essai  comprenant 5 m i  de solution enzymatique e t  : 

- so i t  5 m i  de solution de pect ine de c i t ron  à 1 % dans du tampon acétate 
0,2 M de PH 4,6 ; 

- so i t  5 m i  de solution de carboxyméthylcellulose à 1 $ dans du tampon Mc Ii- 
vaine 0,2 M de pH 6,0. 

Les valeurs ont é t é  ramenées, dans l e s  deux cas', à 1 m i l l i -  

l i t r e .  

b )  ac t iv i t é  pectine-trans-éliminase : 

En employant l a  méthode calorimétrique de WEISSBACH e t  

HURWITZ, l ' u n i t é  d ' ac t iv i t é  représente l a  quantité d'enzyme qui provoque, à 

30°C, l a  formation de 1 nanomole de 6-forrnylpyruvate, à 548 nm, par minute e t  

par m i l l i l i t r e ,  dans un essai renfermant 0,25 ml de solution enzymatique, 0,25 

m l  de pectine de c i t ron  à 0,5 % dans un tampon T r i s / H C l  0,2 M de pH 8,8 e t  0,5 n 

du tampon de pH 8,8. L'essai dure 60 minutes ; l e s  quantités de 6-formylpyruva- 

t e  sont calculées de l a  même façon que ce l l e  décri te  auparavant. 



c )  a c t i v i t é  xylanase e t  laminarinase : 

L'unité d ' ac t iv i t é  représente l a  quantité d'enzyme nécessaire 

pour l i b é r e r ,  à 30°C, 1 nanomole de xylose ou de glucose, par minute e t  par 

m i l l i l i t r e ,  dans un essa i  d'une durée de 30 minutes, comprenant : 

- 0,5 ml de solution enzymatique e t  : 

- s o i t  0,5 ml d'une solution-suspension de xylane à 1 % dans un tampon de 
Mc n v a i n e  0,2 M, PH 6,2 ; 

- so i t  0,5 ml d'une solution de laminarine à 1 % dans du tampon de Mc Ilvaine 
0,2 M, PH 6,o. 

Parallèlement, l e s  protéines des f i l t r a t s  sont dosées par l a  

méthode de LOWRY (LOWRY e t  al., 1951) par rapport à une courbe étalon de sé- 

rum-albumine de boeuf (SIGMA). 

2) RESULTATS 

Les différentes évolutions sont représentées dans l e  gra- 

phique 19 . La première enzyme émise dès l e  hème jour de culture e s t  l a  =la- 

nase ; l e s  autres ac t iv i t é s  n'apparaissent que plus tardivement, au bout de 7 à 

8 jours. A p a r t i r  du 8ème jour, 1' a c t i v i t é  pectine trans-éliminase diminue pro- 

gressivement, a lors  que l a  production de carboxyméthylcellulase e t  de polymé- 

thylgalacturonase r e s t e  relativement constante. L' émission de laminarinase n ' a 

l i e u  qu'au hème jour e t ,  après avoir légèrement diminué au 9ème jour, elle aug- 

mente progressivement e t  fortement en f i n  d 'essai .  Dans l'ensemble, l 'évolut ion 

des différentes  ac t iv i t é s  ne concorde pas t r è s  bien avec l a  var iat ion des protéi- 

nes t o t a l e s  présentes dans l e s  f i l t r a t s .  Après avoir caractér isé  l a  production 

séquentielle des diverses glycanases émises dans l e  f i l t r a t  de culture,  nous nous 

proposons d'examiner l e s  e f f e t s  biologiques de ce f i l t r a t  sur des hypocotyles 

de Chou. . - 
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IV. P R O P R I E T E S  B I O L O G I Q U E S  D U  F I L T R A T  D E  C U L T U R E  D E  PHOMA LINGUAM, 
O B T E N U  E N  P R E S E N C E  DE P A R O I S  C E L L U L A I R E S  

1) MISE EN EVIDENCE 

il nous a paru t r è s  intéressant de déterminer s i  l e  substrat  

pa r t i cu l i e r  que constituent l e s  parois ce l lu la i res  dlhypocotyles n ' induit  pas 

chez l e  Champignon, l a  synthèse de nouvelles molécules, éventuellement l e s  glyca- 

nases, susceptibles de provoquer dans l a  plante-hôte des désordres biochimiques 

profonds e t  d i f fé rents  de ceux de l a  sirodesmine PL. 

Le f i l t r a t  d'une cui ture  de 6 jours du Champignon, réa l i sée  

dans une f i o l e  de Roux en présence de parois ce l lu l a i r e s ,  e s t  f i l t r é  sur 

verre f r i t t é  e t  centrifugé ; l e  surnageant e s t  rendu totalement ace l lu ia i re  par 

une nouvelle f i l t r a t i o n  sur f i l t r e  Millipore 0,45 p, puis dialysé contre 100 

volumes d'eau d i s t i l l é e  froide.  Le f i l t r a t  dialysé e s t  a lo r s  concentré, à bOc, 

dans un appareil  à u l t r a f i l t r a t i o n  "Amicon" sur membrane PM 10 e t  lyophil isé .  

Au préalable,  l e s  protéines contenues dans l a  solution concentrée sont dosées. 

Le résidu lyophil isé  e s t  remis en solution par un volume d!eau 

d i s t i l l é e  froide calculé de t e l l e  façon que l a  concentration f ina le  en protéines 

s o i t  de 5 pg/U ; 0,4 Fù. ( s o i t  2 pg de protéines) sont in jec tés  dans des hypoco- 

ty l e s  de Chou de 3 semaines e t  l e s  plantules sont l a i s sées  à 20°C. Parallèle- 

ment, nous avons constitué deux l o t s  témoin : un premier dans lequel nous avons 

évalué l e s  e f f e t s  de l ' i n j e c t i o n  de l a  solution, après l ' a v o i r  f a i t e  b o u i l l i r  

t r o i s  minutes au bain-marie à 100*C, e t  un second où de l a  solution de sérum- 

albumine de boeuf à 5 pg/U a é t é  injectée.  

Quatre à cinq jours après l ' i n fec t ion ,  l e s  premiers e f f e t s  

toxiques du f i l t r a t  se  manifestent sous l ' aspec t  d'un bleuissement caractér is-  

t ique de l a  région éprouvée, accompagné d'un léger  amincissement. Le symptôme 

évolue ensuite d'une façon rigoureusement analogue à ce que l 'on observe en 

contaminant l e s  hypocotyles par l e  Champignon. L'amincissement s'accentue e t  

s 'étend progressivement à l'ensemble des hypocotyles. A un stade ultime, 

l 'hypocotyle, considérablement desséché, prend une te ine  brunâtre, l e  col- 

l e t  se  rompt, entraînant l e  flétrissement des organes fo l i a i r e s  e t  l a  mort de 

l a  plantule.  Dans l e  l o t  témoin, aucune perturbation de ce genre ne s'observe. 



Nous avons cherché à déterminer l e s  concentrations l imites  

pour lesquelles ces e f f e t s  pouvaient encore s 'exercer en injectant  du f i l t r a t  

de plus en plus dilué ; nous avons toujours constaté que de t r è s  faibles  quan- 

t i t é s  de protéines a l l an t  jusqu'à 20 ng induisaient des symptômes ; toutefois ,  

l ' e f f e t  toxique e s t  considérablement atténué e t  ne porte pas préjudice à l a  

plante,  même longtemps après l ' i n j ec t ion .  En ggnéral, il faut introduire des 

quantités de protéines supérieures ou égales à 0,5 pg pour provoquer chez l e  

Chou une nécrose profonde e t  l é tha le .  

Le f i l t r a t  d'une culture de Phoma linguam, réa l i sée  en présen- 

ce de parois ce l lu la i res  d'hypocotyles de Chou, possède donc l a  propriété  d'in- 

duire l e  symptôme typique de l a  nécrose. Le (ou l e s )  composé(s) phytotoxique( s )  

e s t  thermolabile e t  possède une masse nioléculaire supérieure à 10 000 puisqu ' i l  

n ' e s t  pas éliminé par u l t r a f i l t r a t i o n  sur membrane PM 10. Par conséquent, ce 

composé phytotoxique e s t  autre  que l a  sirodesmine PL dont l a  masse moléculaire 

e s t  de 486. Du res te ,  c e t t e  dernière molécule n'a pu ê t r e  caractérisée en chro- 

matographie sur couche mince à p a r t i r  d'un e x t r a i t  chloroformique du f i l t r a t  

de culture ; par conséquent, dans ces nouvelles conditions de culture,  l a  s i -  

rodesmine PL n 'est  pas produite ou l ' e s t  en quantités infinités&males, l a  ren- 

dant t r è s  difficilement décelable. 

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

Compte tenu des e f f e t s  phytotoxiques particulièrement intéres-  

sants ,  nous avons caractér isé  davantage l a  nature du composé responsable e t  

ten té  de l ' i d e n t i f i e r .  A c e t t e  f i n ,  nous avons mis au point un t e s t  d ' ac t iv i t é  

biologique plus sensible que ce lu i  par inject ion e t  présentant, en outre ,  l ' a -  

vantage d ' o f f r i r  une bonne proportionnalité entre  l e s  quantités de toxine en 

présence e t  leurs  e f f e t s  biologiques. Ce t e s t  consiste à sectionner des hypoco- 

ty l e s  de plantules de Chou âgées de 10 jours juste  sous l e  noeud cotylédonaire 

e t  à déposer sur l a  section 1 de solution act ive concentrée ; l e s  e f f e t s  s e  

produisent rapidement en provoquant l e  dessèchement de l a  région supérieure 

de l'hypocotyle sectionné. Il s u f f i t  ensuite de mesurer l a  longueur du seg- 

ment d'hypocotyle aminci, ceci  96 heures après l e  dépôt ; l e  t e s t  se déroule 



Le t e s t  pa r  trempage, dans l e  f i l t r a t  de cu l t u r e ,  de plantu- 

l e s  sectionnées au c o l l e t ,  t e s t  couramment u t i l i s é  en matière de toxine,  ne 

donne aucun r é s u l t a t  ; l e  f i l t ra t  dia lysé  do i t  ê t r e  concentré 10 fo i s  par  

u l t r a f i l t r a t i o n  pour que l ' o n  obtienne l'amincissement de l a  région in fé r ieure  

de l 'hypocotyle,  l e  f lé t r issement  des cotylédons, mais auss i  l a  d i f fus ion  des 

anthocyanes dans l e  mil ieu qui prend a i n s i  une t e i n t e  rosée,  phénomène que l ' o n  

n 'observait  pas avec l a  sirodesrnine PL. 

V. V E R I F I C A T I O N  DE L A  N A T U R E  I N D U C T I B L E  OU C O N S T I T U T I V E  DU C O M P O -  
S E  P H Y T O T O X I Q U E  

Afin de savoir  s i  l a  biosynthèse du composé phytotoxique e s t  

indu i te  par  l e s  paro i s  c e l l u l a i r e s  ou simplement cons t i tu t ive ,  nous avons subs- 

t i t u é  s o i t  du glucose s o i t  du n l o s e  à l a  préparation de parois  c e l l u l a i r e s ,  l a  

concentration r e s t an t  égale à 0,5 %. L ' a c t i v i t é  biologique des f i l t r a t s  de cul- 

t u r e  concentrés, déterminée par i n j ec t i on  de 2 ug de proté ines  dans l e s  hy'poco- 

t y l e s  de Chou, s e  révèle  pos i t ive  pour l e s  deux sources de glucides.  Par consé- 

quent, c e t t e  vé r i f i c a t i on  apporte l a  démonstration de l a  nature cons t i t u t i ve  

du composé phytotoxique. 

VI. E F F E T S  D ' A G E N T S  D E N A T U R A N T S  D E S  P R O T E I N E S  S U R  L ' A C T I V I T E  PHYTO- 
T O X I Q U E  DU F I L T R A T  

En ra i son  de l a  t a i l l e  de s a  molécule e t  de son inac t iva t ion  à 

100°C, nous avons v é r i f i é  s i  nous n ' é t i ons  pas en présence d'un composé phyto- 

toxique de nature  peptidique ; pour ce l a ,  nous l u i  avons fait  sub i r  l ' a c t i o n  de 

deux agents dénaturants des protéines : l a  chaleur,  mais à une température plus 

basse qu'à l ' é b u l l i t i o n  e t  une enzyme protéolyt ique,  l a  papaïne, chois ie  pour 

sa t r è s  f a i b l e  spéc i f i c i t é  d 'ac t ion.  
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1 )  ACTION DE LA CHALEUR 

L'effet  d'un chauffage plus modéré qu' à 100°C es t  déterminé. 

Le f i l t r a t  provenant d'une f io l e  de cul ture  e s t  t r a i t é  de l a  

mhe façon que précédemment e t  concentré au maximm par u l t r a f i l t r a t i o n  ; l a  

membrane PM 10 e s t  lavée avec 3 ml d'eau d i s t i l l é e  froide pour remettre en so- 

lu t ion  l e s  protéines retenues. La solution e s t  ensuite introdui te  dans un tube 

à essai qui e s t  placé dans un bain-marie à 70°C ; au préalable,  100 Fü. ont é té  

prélevés pour l ' e s s a i  témoin. Toutes l e s  5 minutes, pendant une demi-heure, une 

aliquote e s t  pipetée, refroidie  e t  t e s t ée  biologiquement. 

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

5 minutes à 70°C s u f f i t  à inhiber totalement l ' a c t i v i t é  phytotoxique. 

2) ACTION D'UNE ENZYME PROTEOLYTIQUE 

Dix miXi.igr&xumes de résidu lyophilisé d'un f i l t r a t  de culture 

concentré sont remis en solution dans 4,4 m l  de tampon acétate  0,2 M, pH 5,O 

auxquels on ajoute 0,1 ml de solution de papaïne (SIGMA, type IV) à 2,2 mg/ml 

dans l e  même tampon e t  0,5 m l  d'une solution de merthiolate 10'3 M. Le mélange 

e s t  mis à incuber 16 heures à 30°C, puis dialysé e t  lyophil isé .  La dialyse e s t  

indispensable pour év i t e r  toute interférence du tampon sur l ' a c t i v i t é  biologi- 

que. Deux témoins sont réa l i sés  dans c e t t e  expérience, l ' u n  ne renfermant pas 

de papaïne, l ' a u t r e  ne contenant que l'enzyme protéolytique. Ces témoins sont 

t r a i t é s  de l a  même façon que l e  mélange. 

Chaque résidu e s t  r ep r i s  par l e  même volume d'eau d i s t i l l é e  

froide permettant d 'obtenir ,  pour l ' e s s a i  enzymatique e t  l e  témoin sans papaïne, 

une concentration f ina le  en protéines de 2 pg/ pi ; ce volume e s t  calculé d'a- 

près l a  quantité i n i t i a l e  de protéines contenues dans l e s  10 mg de f i l t r a t  de 

culture lyophilisé.  Dans l e s  conditions de l ' e s s a i ,  l ' a c t ion  de l a  papaïne 

provoque une diminution de 90 % de l ' a c t i v i t é  phytotoxique. Dans chacun des 3 

cas, l e s  valeurs moyennes des longueurs de segments amincis sont l e s  suivantes : 

- essai  avec papaïne .......... 3,6 mm 
- témoin papafne seule.. . . . . . .2,1 mm 
- témoin sans papaïne ........ 13 mm 



Pour toutes  l e s  mesures, l e s  longueurs ont é t é  déterminées à l a  

loupe binoculaire avec un micromètre oculaire. 

Ces r é su l t a t s  nous amènent à conclure que l e  composé phytoto- 

xique e s t  particulièrement thermolabile e t  effectivement de nature peptidique. 

V I I .  F R A C T I O N N E M E N T  DU F I L T R A T  D E  C U L T U R E  P H Y T O T O X I Q U E  SUR U N  
GEL S E P H A D E X  6-100 

La technique de chromatographie par ge l  f i l t r a t i o n  permet, en 

réa l i sant  un tamisage moléculaire, de séparer l e s  d i f f i r en t s  consti tuants d'un 

mélange d'après l eu r  masse moléculaire. Dans notre cas, l 'emploi de c e t t e  tech- 

nique présente un double avantage : savoir s i  l ' a c t i v i t é  phytotoxir;ue e s t  a t t r i -  

buable à un ou plusieurs composés e t  déterminer l eu r  masse mlécula i re .  

1 )  PRINCIPE 

Une colonne à chromatographie (L.K.B. 2137) de 2,6 cm de dia- 

mètre e s t  remplie juspu'à une hauteur de 51 cm d'un gel Sephadex 0100,  

10-40 p, équil ibré  avec un tampon phosphate de potassium mono-bipotassique 

0 ,O5 M, pH 7,O renfermant du KC1 0,1 M. Le f i l t r a t  lyophilisé provenant de 

2 f io les  de cul ture  ( 1  g de parois) e s t  repr i s  par 3 m l  du tasrpon phosphate ; 

l a  soluzion e s t  centrifugée pour éliminer l e s  résidus insolubles puis chromate- 

graphiée. L1élution e s t  réaJ.isée avec l e  tampon d'équilibration, l a  v i t e s se  étant  

fixée à 15 ml/h à l ' a i d e  d'une pompe pér i s ta l t ique  à vi tesse  variable "Perpex" ; 

20 fract ions de 10 m l  sont collectées au moyen d'un collecteur de fract ions.  

Toutes ces opérations sont réal isées  à basse température. Le diagramme d'élu- 

t i on  des protéines du f i l t r a t  es t  é t ab l i  en mesurant chaque fract ion au spec- 

trophotomètre à 280 nm. Du bleu dext;ran a é té  également employé pour déterminer 

l e  volume mort de l a  colonne. 
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Pour déterminer l ' a c t i v i t é  biologique des fract ions,  2 m l  

sont prélevés dans chaque tube, dialysés contre de l ' e au  d i s t i l l é e  e t  lyophili- 

sés dans des tubes à hémolyse ; l e s  résidus sont repr i s  par 25 pl. d'eau d i s t i l -  

l é e  e t  t e s t é s  biologiquement au moyen du t e s t  par décapitation. 

2 )  RESULTATS 

Comme l e  représente l e  diagramme dlé lu t ion  (graphique 20 ), 

l ' a c t i v i t é  phytotoxique se trouve répar t ie  dans l e s  f ract ions 13 à 17, l a  va- 

l eu r  maximale étant  obtenue pour un volume d 'é lut ion de 140 m l .  Le p r o f i l  d'élu- 

t i o n  permet de penser qu'un seul composé ou plusieurs de masse moléculaire t r è s  

voisine sont en cause ; l e s  protéines se résolvent en deux zones, l 'une  d ' e l l e s  

contenant l ' a c t i v i t é  phytotoxique. 

Gmpkique 20 : Fh.actionnenienX 6 w g d  Séphadex Gl 00 "Supeir- 
a.&bke ph $o.toxique o b t m  en pfiéduce i! dlhgpoco;ty es de Chou. 

fract ions 
~r--*--& protéines (280 nm) - BD : bleudextran 
l ( m m ) :  longueur des segments d'hypocotyles amincis 

- 

: phytotoxicité 



La masse moléculaire des protéines contenues dans l a  f ract ion 

l a  plus phytotoxique ( l a  f ract ion 14) a é t é  estimée d'après une courbe étalon 

é tab l ie ,  dans l e s  mêmes conditions opératoires,  avec de l a  sérum-albumine de 

boeuf (M67 000) (SIGMA) , de 1' ovalbumine ( ~ 4 5  000) ( SIGMA) e t  du cytochrome C 

de coeur de chevaJ ( M l 2  400) (SIGMA). D'après ce t t e  courbe étalon qui e s t  re- 

portée dans l e  graphique 21 , on peut estimer à 42 700 2 5 200 l a  masse molécu- 

l a i r e  des protéines éluées avec 140 + 5 ml de tampon. 

f ract ions 
SA : sérum-albumine ; OA : ovalbumine ; Cyt.c : cytochrome c 

VIII. P U R I F I C A T I O N  DU C O M P O S E  P H Y T O T O X I Q U E  

La phytotoxicité des f i l t r a t s  de cultures réa l i sées  en présen- 

ce de parois ce l lu l a i r e s  é tant  due vraisemblablement à une seule protéine de 



masse moléculaire voisine de 42 700, nous avons Ms au point un protocole de 

purification destiné à i so l e r  c e t t e  molécule en vue de l a  caractér iser .  Toutes 

l e s  étapes de purif icat ion qui seront décri tes  ci-après se  déroulent à  OC. 

L'obtention de grandes quantités de parois ce l lu la i res  d'hypo- 

cotyles de Chou comme substrat  de culture du Champignon a constitué un sérieux 

obstacle pour récupérer suffisamment d a c t i v i t é  phytotoxique, l a  t a i l l e  des hy- 

pocotyles de plantules de Chou de 15 jours étant particulièrement pe t i t e ,  Les 

Chou sont cui t  ivés en phytotrons, à 20°C. 

La première étape de purif icat ion consiste en une chromatographi 

par échanges d'ions avec une DEAE Sephadex A ( PHARMACU) équilibrée avec un 
50 

tampon Tris/HCl 0,05 M de pH 7,6, dans une colonne de 2,6 cm de diamètre e t  

15 cm de haut. 

Le filtrat de 5 f io les  de cul ture ,  f i l t r é  e t  c e s t r i r u é  préa- 

lablement, e s t  concentré par u l t r a f i l t r a t i o n  jusqut à environ 10 m l  ; l e  volume 

e s t  ensuite amené à 100 m l  avec l e  tampon d'équilibration e t  chromatographié sur 

116changeur. La v i tesse  de débit  e s t  f ixée à 6 ml/heure. Après passage de l a  

t o t a l i t é  de l a  solution, l'échangeur e s t  lavé avec 200 m i  du tampon, à l a  même 

vi tesse  ; l e s  composés f ixés  sont ensuite glués par 150 m i  d'un gradient con- 

t i nu  en NaCl 0-0,3 M dans l e  même tampon. La v i tesse  d lé lu t ion  r e s t e  inchangée 

e t  20 fractions de 7,5 m l  sont collectées ; ce t t e  opération terminée, 200 m l  

de tampon contenant du N a C l  O,5 M sont passés sur  l a  colonne. 

Le p r o f i l  du gradient continu en N a C l  e s t  é t a b l i  en mesurant 

chaque fraction par réfractométrie::, l e s  protéines sont dosées à 280 m. 

L'effluent a ins i  que l e  tasipon de lavage enrichi en NaCl sont 

concentrés par u l t r a f i l t r a t i o n ,  dialysés contre un grand volume d'eau d i s t i l l é e  

e t  lyophilisés ; pour chaque fract ion du gradient,  2 ml sont également dialysés 

e t  lyophilisés. Les résidus sont repris  par  25 l.il d'eau froide e t  t e s t é s  bio- 

logiquement. 

On ne détecte aucun e f f e t  toxique pour l ' e f f l u e n t ,  ni  pour l a  

solution f ina le  de lavage. L 'act ivi té  biologique e s t  essentiellemert retrouvée 

dans l e s  fractions 14 e t  15 du gradient d lé lu t ion  (graphique 22 ) e t  par consé- 

quent se trouve éluée dans nos-, conditions opératoires pour une concentration en 

N a C l  voisine de 0,045 M. 

:: Nous kmwcLons I W ~  MARTiNAGE de 4' TnsaXtuA du Cancw pou bon concowt6. 



Gmph.que 2 2  : C h r n a t o g h a p k i c  6w DEA€ Sephadex ASO d'un da- 
.tflat de cuetwre phyhhtorique obtenu en pahence de ~ ( U L D ~  c d -  
.euRaVra dlhypowtyles de Chou, 

f rac t ions  

: proté ines  ( 280 nm) ; -------- : gradient  de N a C l  ....... 
l ( m m )  : longueur des segments d'hypocotyles amincis. 
I-J : phytotoxic i té  

La valeur du pH e s t  t r è s  importante pour l a  f i xa t i on  du composé 

phytotoxique sur l 'échangeur ; en e f f e t ,  ce lui -c i  n ' e s t  pas retenu quand on emploie 

s o i t  un tampon acé t a t e  de sodium 0,05 M de pH 5,0, s o i t  un tampon c i t r a t e -  

phosphate de même molari té de pH 6,5. 

Les f rac t ions  14 e t  15 sont ensu i te  combinées, d ia lysées  e t  

lyophi l i sées  ; l e  rés idu  e s t  r e p r i s  par  3 m l  d'une so lu t ion  d'ampholine pour 

ê t r e  soumis dans une seconde é tape,  à une é lec t ro foca l i sa t ion  préparative s u r  

couche épaisse  d 'u l t rodex (L.K.B. ) ,  dans une gamme l a rge  de pH 3,5-10 selon 

une technique déc r i t e  par RADOLA, en 1970. L'échanti l lon e s t  déposé avec un 

a ~ p l i c a t e u r  après que l ' o n  a i t  concentré l e  gel  pendant deux heures à température 



(L.K.B. 2117) e t  à puissance constante grace a une al imentation szaDlllsee 

(L.K.B. 2103). Après un temps 'de migration de 16 heures,  l e  g e l  e s t  découpé en 

30 bandes de l a rgeur  égale au moyen d'une g r i l l e  de fractionnement. Chaque frac- 

t i o n  e s t  r e c u e i l l i e  à l a  spatule  dans un entonnoir obstrué par  du nylon e t  

gluée par  5 m l  dleau d i s t i l l é e .  Les é lua t s  sont a j u s t é s  ensu i te  à 5 m l  dans une 

éprouvette de précis ion de 10 m i  ; l e  p r o f i l  du gradient  de pH e s t  é t a b l i  en 

mesurant chaque f r ac t i on  au p H  mètre e t  l e s  proté ines  sont dosées à 280 m. 

L ' ac t i v i t é  biologique de chaque f r ac t i on  e s t  mesurée après 

d ia lyse  e t  lyophi l i sa t ion  de 1,5 m l  d ' é l ua t ,  l e s  rés idus  é t a n t  r e p r i s  par 

25 pl d'eau d i s t i l l é e .  

Les r é s u l t a t s  sont représentés dans l e  graphique 23' ; 6 frac- 

t i o n s  se  révèlent  phytotoxiques dont une nettement plus que l e s  5 au t r e s ,  l a  

f r ac t i on  14 correspondant à un p i c  é t r o i t  de proté ine  dont l e  point isoélec- 

t r i q u e  e s t  de 5,65. 

Gtra h i  ue 23 : €Lccttodo&a;tion en couche é a b e  d 1 ~ d e X  
m e  k b g e  de pH 13,s-101 des diractiori6 phy&*oGgues 
14 et 15 obZen~~e.4 apkb ckhoniatoghc~pke bw DEA€ AS0 du 
de cu&&ae phy;ta.towue. 

3 0 
Fractions 

gradient  de pH ; A.. . . ... A: protéines ( 280 Dm) ; ------------ . 
mi phfiotoxic i té  ;-: a c t i v i t é  polyméthylgalacturonase 

l ( m m )  : longueur des segments d'hypocotyles amincis 



 homogénéité de c e t t e  protéine e s t  vgr i f iée  par électrophorèse 

sur disques de ge l  de polyacrylamide à 7,5 % ; l e  tampon de migration es t  du 

Tris/Glycocolle pH 8,3 ; une in t ens i t é  de 2 m A e s t  appliquée à chaque tube e t  

du bleu de bromophénol e s t  u t i l i s é  pour é t a b l i r  l e  front de migration. Les pro- 

té ines  sont ensuite colorées au bleu de Comassie R250. La coloration ne révèle 

qu'une seule bande de protéine assez diffuse. 

Après dialyse, 0,5 ml de l a  solution de protéine sont mis en 

présence des substrats  tamponnés correspondant aux différentes  glycanases carac- 

t é r i sées  antérieurement ; chaque a c t i v i t é  e s t  mesurée par l e s  méthodes déjà  

décri tes .  

Après 2,5 minutes d'incubation, l a  viscosi té  de l a  solution de 

l a  solution de pectine e s t  réduite de 82 %, aucune autre  ac t iv i t é  n'ayant pu ê t r e  

caractérisée.  Par conséquent, l a  protéine phytotoxique dont l e  point i soé lec t r i -  

que e s t  de 5 ,65 e s t  1 ' endopolyméthylgalacturonase . 
Dans l e  tableau 13 , nous avons reporté l e  schéma de purif icat ion 

de l'enzyme a ins i  que l e s  différentes  valeurs permettant d'évaluer l e  degré de 

purif icat ion e t  l e  rendement que nous avons obtenu à p a r t i r  de 500 ml de milieu 

de culture.  

TabLeau 13 : Rephébena&%on des Uupes de p u h & $ i d o n  de 
1' endopo&méthy&aeCrotwonab e. 

Ul t ra f i l t r a t ion  
sur PM 10 

DEA. Sephadex A50 
fract ions 14 e t  15 

Electrof ocal isat ion 
3,5-10 
fraction 14 

Unités , 

d 'ac t iv i té  
re la t ive  
C Um > 

3265 

1917 

760 

Protéines 
(en mg) 

------------------.-----------._------,---_--_---.------------------------- 

5 5 

337 

0,27 

Unités 
dl a c t i v i t é  
spécifique 
( U ~ ~ / p r o -  
té ines  

5 9 

518 

2814 

Rendement 
% 

1 00 

5 8 

2 3 

Degré de 
Purification 

18 

49 



Le nombre d'unités d 'ac t iv i té  r e l a t ive  (uAR) e s t  calculé comme 

auparavant, d'après l e  temps mis par l'enzyme à réduire de 50 % l a  viscosi té  d'une 

solution de pectine de c i t ron  à pH 4,6. Les protéines sont dosées par l a  méthode de 

LOWRY, par rapport à une courbe étalon de sérum-albumine de boeuf. Le rendement 

exprime l e  pourcentage d'unités d ' ac t iv i t é  r e l a t ive ,  obtenu à-chaque étape de 

purif icat ion,  par rapport au nombre i n i t i a l  d 'unités.  Le degré de purif icat ion e s t  

calculé en rapportant l e  nombre d'unités d ' ac t iv i t é  spécifique, obtenu pour chaque 

étape de purif icat ion,  au nombre i n i t i a l  d 'unités.  

I X .  R E L A T I O N  E N T R E  A G R E S S I V I T E  DU C H A M P I G N O N  ET B I O S Y N T H E S E  DE 
L A  P O L Y M E T H Y L G A L A C T U R O N A S E  

Dans des conditions de production analogues à cel les  décri tes  

auparavant, nous avons comparé l 'évolution de l a  biosynthèse de l'enzyme entre l a  

souche t r è s  agressive e t  un mutant.beaucoup moins agressif  induit  par l ' a c t i o n  de 

l a  nitrosoguanidine. Nous n'avons malheureusement pu maintenir en culture l e  mu- 

t a n t  naturel i s su  de l ' i s o l a t  agressif  ; pour c e t t e  raison, nous avons recherché 

une autre souche par mutagenèse. L 'u t i l i s a t ion  de concentrations plus élevées 

en agent mutagène, s o i t  60 pg/ml, nous a permis de ne récupérer que peu de 

souches dont l ' ag res s iv i t é  a é t é  mesurée en contaminant des plantules de 

Chou. 

Le mutant réuss i t  à provoquer l a  formation de macules cotylé- 

donaires sur ' toutes  l e s  plantes contaminées, mais 5 jours après l a  souche agres- 

sive.  La différence e s t  plus ne t t e  en ce qui concerne l a  nécrose des hypocotyles : 

au bout de 6 semaines d'incubation, 92 % des plantes  contaminées par l ' i s o l a t  

agressif  sont nécrosées contre 25 $ seulement pour l e  mutant. 

L 'ac t iv i té  des f i l t r a t s  e s t  mesurée par viscosimétrie ; l e s  

r é su l t a t s ,  exprimés en unités d ' ac t iv i t é  r e l a t ive ,  sont regroupés dans l e  

graphique 24 . La biosynthèse de 1 'enzyme évolue d'une façon à peu près identique 

dans l e s  deux cas ,  mais l e s  quantités produites par l e  mutant sont environ 3 fo i s  



plus f a ib l e s  que c e l l e s  émises par  l a  souche agressive ; cec i  se renouvelle à 

chaque répé t i t ion .  Il ex i s t e  donc une bonne cor ré la t ion  en t re  l ' a t t énua t i on  de 

l ' a g r e s s i v i t é  e t  l a  diminution des quant i tés  de polyméthylgalacturonase produi tes ,  

i n  v i t r o ,  en présence de parois  c e l l u l a i r e s .  

X. L A  P O L Y M E T H Y L G A L A C T U R O N A S E  E S T  UNE ENZYME E X T R A C E L L U L A I R E  

U/& 

Quelle proportion de l ' a c t i v i t é  t o t a l e ,  produite in v i t r o ,  re-  

présente l ' a c t i v i t é  ex t r ace l l u l a i r e  de l'enzyme ?. 

log 

5- 

Co ZZetotrichwn ZindemuthSanum produit  deux polygaiac turonas e s  

ex t r ace l l u l a i r e s  de masse moléculaire d i f f é r en t e  e t  une polygalacturonase r e s t a n t  

l i é e  à l a  surface  du mycélium, possédant des ca rac té r i s t iques  identiques à l ' u n e  

des deux enzymes ex t r ace l l u l a i r e s  (CANTENYS e t  BARTHE, .1979). Notre démarche con- 

s i s t e  à savoir  s i  tou te  l ' a c t i v i t é  polyméthylgalacturonase produite par  Phoma 

Zinguam s e  retrouve uniquement sous forme ex t r ace l l u l a i r e  ou'bien s i  e l l e  e s t  

- 
0-0 : i s o l a t  t r è s  agress i f  

V---V: mutant d ' agress iv i té  
at ténuée 

,8R*** 

-*. 
8, s--w 

w-47' 

-7" 
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temps de cu l tu re  ( j ou r s )  



répart ie  en plusieurs fractions : à l ' i n t é r i e u r  e t  à l a  surface du mycélium a i n s i  

que dans l e  milieu de culture,  e t  dans quelles proportions. 

Pour cela ,  au 6ème jour, l e  contenu de 4 f io l e s  de culture r éa l i -  

sée en présence de parois ce l lu la i res  e s t  f i l t r é  sur verre f r i t t é  ; l e  mycélium e s t  

r incé 2 fo i s  par 200 m l  d'eau d i s t i l l é e ,  l e s  f i l t r a t s  e t  l e s  eaux de rinçage étant  

combinés e t  centrifugés pour éliminer l e s  conidies. Le mycélium e s t  ensuite remis 

en suspension dans 100 m i  de tampon phosphate mono-bipotassique de for te  molarité 

0,5 M, pH 7,O a f i n  de solubi l iser  l e s  protéines l i é e s  à l a  surface mycélienne par 

simple augmentation de l a  force ionique du milieu. Après une nouvelle f i l t r a t i o n ,  

l a  solution tamponnée e s t  conservée ; e l l e  renferme l ' a c t i v i t é  d i t e  "de surface". 

Le mycélium e s t  à nouveau rincé à l ' e au  d i s t i l l é e  avant d ' ê t r e  broyé avec un bro- 

yeur de type "ultra-turrax", dans 50 mi de tampon phosphate de potassium 0 , l  M, 

pH 7,O. Après centrifugation, on ne garde que l e  surnageant avec lequel on mesure 

l ' a c t i v i t é  intramycélienne. 

Avant d 'effectuer  l e s  dosages, l e s  t r o i s  sources d'enzyme que 

représentent l e s  f i l t r a t s ,  l a  solut ion tamponnée e t  l ' e x t r a i t  mycélien, sont dia- 

lysées ; 5 ml de chaque sont u t i l i s é s .  Le nombre t o t a l  d 'unités d ' ac t iv i t é  r e l a t i -  

ve contenu dans chaque fract ion,  a i n s i  que l e s  pourcentages respect i fs  de l ' a c t i -  
, 

v i t 6  t o t a l e  produite qu ' i l s  représentent, sont : 

- pour 1 ' a c t i v i t é  extracel lulaire  2 180 uni tés  s o i t  97,15 % 
- pour l ' a c t i v i t é  "de surface" 59,5 uni tés  s o i t  2,65 % - pour l ' a c t i v i t é  intramycélienne 4,6 uni tés  @oi t  0,20 % 

L' enzyme produite s e  trouve dans sa quasi- total i té  sous forme 

ext race l lu la i re ,  ce qui rend son i n t é r ê t  encore plus grand dans l ' i n i t i a t i o n  du 

processus d'attaque du Chou par l e  Champignon. 

En raison de l a  f a ib l e  a c t i v i t é  produite, nous n'avons pas cher- 

ché à déterminer, pour 1 ' ins tan t ,  s i  1' enzyme l i é e  à l a  surface mycélienne corres- 

pond à l a  même protéine ou à une protéine différente  de ce l l e  de l'enzyme extra- 

ce l lu la i re .  



XI. DISCUSSION 

Comme l a  plupart des Champignons phytopathogènes, Phoma Zinguam 

produit ,  en cul ture  pure, suffisamment d'enzymes susceptibles de provoquer d'im- 

portantes a l té ra t ions  des parois ce l lu la i res  dans l e s  plantes contaminées. Le f a i t  

que dans des hypocotyles de Chou, l a  dégradation des parois s o i t  moins rapide 

que dans l e  cas d 'autres maladies e s t  l i é  à l a  biosynthèse plus tardive e t  moins 

intense des différentes  glycanases dont l'optimum n ' e s t  a t t e i n t  qul à p a r t i r  des 

7ème e t  8ème jours de culture,  pour l a  plupart d 'entre  e l l e s .  

Lorsqu'on fournit  une préparation de parois c e l l u i a h e s  de l 'hô- 

t e  à des Champignons phytopathogènes, l e s  différentes  glycanases sont émises 

dans un ordre déterminé (AURIOL, 1973 ; MüLLEN e t  BATEMAN, 1975 ; AGARWAL e t  al., 

1978), l e s  premières enzymes synthétisées étant  généralement l e s  polygalactu- 

ronases (SHERWOOD, 1966 ; EMGLISH e t  al., 1971 ; JONES e t  al., 1972 ; MTJLLEN 

e t  B m W ,  1975 ; AGARWAL e t  al., 1978). Dans des conditions de culture simi- 
- 

l a i r e s ,  P h o m  Zinguan produit de façon précoce une xylanase, l a  biosynthèse de 

ce t t e  enzyme é tant  même pluriphasique puisqu'on obtient une a c t i v i t é  maximale 

aux.bème, 8ème e t  13ème jours de culture.  La production optimale des autres  enzy- 

mes a l i e u  plus t a rd ,  au 7ème jour pour l a  polyméthylgalacturonase e t  l a  pectine 

trans-éliminase e t  au 8ème jour pour l a  laminarinase e t  l a  carboxyméthylcellula- 

se. On remarque toutefois,  à l 'exception de l a  laminarinase, que toutes l e s  en- 

zymes sont détectables après 3 jours de culture e t  que l e s  activitésdeviennent 

assez importantes dès l e  4ème jour. Ces résu l ta t s  nous amènent à effectuer une 

première constatation : Dans l e  cas où l e s  hypocotyles sont contaminés directe- 

ment Par des conidies de Phom Zingwun, l ' a c t ion  du Champignon ne commence à se  

manifester qu' à p a r t i r  du 6ème jour d'incubation ; nous pouvons constater que l e  

temps nécessaire à l ' ex té r io r i sa t ion  des premiers symptômes dans ce cas e s t  

tout  à f a i t  compatible avec l e  délai  de production des différentes  glycanases 

par t ic ipant  à l a  dégradation des parois . 
L'évolution de l a  biosynthèse e s t  pratiquement différente  d'une 

enzyme à l ' a u t r e  ; on s a i t  que l e s  modifications de pH survenant au cours de l a  

culture ont une incidence certaine sur l e s  processus de synthèse (HANCOCK, 1966 ; 

AGARWAL e t  al., 1978). Il faut  t e n i r  compte également de l'augmentation progres- 

s ive de l a  teneur du milieu en mono ou oligosaccharides, résul tant  de l 'hydrolyse 

des différents  polysaccharides e t  dont nous avons déjà souligné l e s  e f f e t s  parfois 



représseurs. A l a  concentration de 0,5 1, l e  xylose ou l e  glucose ont une inci-  

dence différente  sur l a  biosynthèse des glycanases de Phoma Zinguam. Le xylose 

augmente fortement l a  production de xylanase e t  répresse c e l l e  de l a  laminari- 

nase tandis que l e  glucose inhibe uniquement l a  biosynthèse de carboxyméthyl- 

c e l lulase.  
Compte tenu des r é su l t a t s  que nous avons obtenus, i n  ~ t r o  uni- 

quement, l 'une de ces enzymes, l a  polyméthylgalacturonase para î t  jouer un rôle  

fondamental dans l a  pathogenèse, puisqu'elle e s t  l a  seule responsable des e f f e t s  

phytotoxiques manifestés par l e s  f i l t r a t s  de culture.  Une bonne re la t ion  exis te ,  

en outre,  entre s a  biosynthèse e t  l ' ag res s iv i t é  du Champignon. Pour cer taines  

ve r t i c i l l i o ses ,  e t  dans l e  cas de l a  fusariose de l a  Tomate, l e s  enzymes pecto- 

lytiques ont é t é  implicitement associées à l 'expression de l a  maladie (GOTHOSKAR, 

1955 ; WOOD, 1961 ; LEAL e t  VILLANUEVA, 1962 ; BLACKKURST, 1963 ; KClMAL e t  WOOD, 

1965) ; malheureusement, 1' u t i l i s a t i o n  de préparations enzymatiques hautement 

purif iées  amène parfois à reconsidérer ce rôle ,  car  l e s  e f f e t s  toxiques ne sont 

pas toujours reproduits (WANG e t  KEEN, 1970). Ceci démontre bien que seuls  l e s  

e f f e t s  biologiques produits par des enzymes pures doivent ê t r e  p r i s  en compte pou 

pouvoir affirmer leur  r ô l e  pathogénique . 
Des enzymes pectolytiques pur i f iées  sont capables d'engendrer, 

i n  v i t r o ,  l a  mort des ce l lu les  végétales en provoquant s o i t  un processus de ma- 

cération de fragments de t i s s u s  de l a  plante-hôte ou d'autres végétaux, s o i t  en 

plasmolysant des protoplastes (BATEMAN, 1963 ; MOUNT e t  al . ,  1970 ; GARIBALDI 

e t  BA-, 1971 ; TSENG e t  MOUNT, 1974 ; BASHAM e t  BATEMAN, 1975). L'hypothèse 

selon laquel le  l a  valeur généralement basique du point isoélectrique des pro- 

té ines  s e r a i t  responsable des propriétés toxiques a é té  émise ( D m  e t  aï., 

1970). Toutefois, BATEMAN a i so lé  des cultures de ScZerotiwn rozfsii, une poly- 

galacturonase ayant un point isoélectrique acide de 5,2, capable de produire 

des e f f e t s  toxiques sur l e  Haricot (BATEMAN, 1972) ; de même, ULRICiI montre 

qu'une polygalacturonase de point isoélectrique égal à 5,5, produite par Pseu- 

domonas c e p d a ,  peut pénétrer à 1 ' in tér ieur  de ce l lu les  végétales (ULRICH, 1975). 

La polyméthylgalacturonase produite par Phoma Zilzguam possède 

également un point isoélectrique acide. Quelques hypothèses peuvent ê t r e  émises 



concernant son mode d'action. Cette enzyme peut très bien mdifier les échan- 

ges intercellulaires, comme l'a déjà proposé MOUNT à propos d'une pectate trans- 

1 éliminase d ' W i n i a  oarotovora (MOUNT et al. , 1970) , en perturbant les dcsnis- 

1 mes dl échanges au niveau du plasmalemme, soit directement, soit indirectement, 

en altérant les polysaccharides qui lui sont liés et dont plusieurs auteurs ont 

déjà décrit l'existence (AIIBERsHEIM et KIUIAS, 1963 ; ROLAND, 1969 ; ROLAND et 

VIAN, 197 1 ) . L' action préalable de la polyméthylgalacturonase pourrait également 
permettre l'hydrolyse des polysaccharides pariétaux par les autres glycanases ; 

ceci a déjà été signalé pour une polygalacturonase dfAspergiZZus flavus que les 

auteurs ont qualifiée de "wall-modifying enzymef' (KARR et ALBERSHEIM, 1970). 

Une autre polygalacturonase produite par CoZZetot~chwn lindemuthimrwn possède' 

les &mes propriétés (EIOGLISH et al. , 1972). En ce qui concerne notre problème, 
nous pensons qu'une étude ultrastructurale et cytochimique fine de l'action de 

l'enzyme introduite dans les hypocotyles de Chou pourra permettre de comprendre 

réellement les évènements qui aboutissent à la formation de la nécrose. 

La polyméthylgalacturonase de Phoma Zingumn possède une masse 

moléculaire voisine de 42 700, ce qui la différencie d'autres polygaïacturonases 

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 mêmes conditions opératoirgs que celles 
décrites précédemment pour la purification de la protéine phytotoxique, on ne 

caractérise qu'un seul pic d'activité polyméthylg~acturonase lorsqu'on soumet 

un filtrat de culture à un fractionnement par tamisage moléculaire sur un gel 

"Séphadex" G 100 "superfine" ou à une chromatographie par échanges d'ions sur 

une DEAE Sephadex A ï ï  n'en est pas de même pour d'autres polygalacturonases 
50' 

fongiques pour lesquelles plusieurs pics d'activité sont obtenus (sWINDBURNE 

et CORDEN, 1967 ; TAN1 et NANBA, 1969 ; BARTHE et REME, 1976). Par contre, par 
électrofocalisation, plusieurs isoenzymes d'importance mineure sont identifiées, 

leur point isoélectrique respectif étant : 4,70 - 5,25 - 6,05 et  6,70 (graphi- 
que 23 1. 



X I  1. C O N C L U S I O N  

PhOma zhgua3n possède donc un équipement enzymatique suffisant 

pour lui permettre d'altérer profondément les structures pariétales des cellules 

dlhypocotyles 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 polymères à 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 

à l'emplacement des parois lorsque l'attaque parasitaire atteint un stade 

avancé. 

Les propriétés biologiques très particulières d'une enzyme, la 

polyméthylgalacturonase, plus précisément llisoenzyme ayant un point isoélectri- 

que de 5,65, sa nature extracellulaire ainsi que l'existence d'une relation entre 

sa biosynthèse et l'agressivité du Champignon, nous permettent d'assimiler cet- 

te protéine à une "nécrotoxine" ; cette appellation reflète bien, en effet, le 

rôle primordial que l'expérimentation conduit à attribuer à cette enzyme dans 

les processus d'attaque de Phoma Zinguam et permet, en outre, de discerner son 

action de celle de la sirodesmine PL, phy-totoxine à effet secondaire. 



En conclusion de c e t t e  seconde par t ie ,  nous pouvons souligner 

l'importance de l ' a c t ion  des glycanases fongiques e t  plus particulièrement 

d'une polyméthylgalacturonase dans l ' induct ion de l a  nécrose chez l e  Chou. En 

e f f e t ,  l e s  r é su l t a t s  acquis à propos d'une toxine, l a  sirodesmine PL, ne per- 

mettent pas de considérer ce t t e  molécule comme ayant une action déterminante 

dans l e s  mécanismes d'attaque du Champignon. Son rôle  plutôt  secondaire se L i -  

miterai t  à accélérer un processus de dégradation t i s s u l a i r e  déjà en cours ; 

néanmoins e t  pour plus de cer t i tude,  il se ra i t  bon de savoir exactement à p a r t i r  

' de quel stade de l ' i n fec t ion  a l i e u  l a  biosynthèse de ce composé. 

Si l a  sirodesmine PL ne semble pas jouer un rô le  primordial 

dans l e  déclenchement bu processus nécrotique, en revanche l e s  glycanases 

paraissent y contribuer fortement ; c ' e s t  du moins ce que montrent l e s  obser- 

vations effectuées au microscope électronique e t  c ' e s t  ce que tend à prouver 

l e s  nets  e f f e t s  cytotoxiques manifestés par l a  polyméthylgalacturonase. 



Pb& b : 

Evolution du symptôme nécrotique induit par l'injection dans des 

hypocotyles de Chou rouge d'un filtrat de culture réalisée en pré- 

sence de parois cellulaires d'hypocotyles : bleuissement carac- 

téristique de la région éprouvée (1) puis amincissement et ex- 

tension progressive du phénomène à l'hypocotyle en entier ('2, 

3,4) 

Pholta 9 : 

Stade final de l'évol~tion du processus nécrotique provoqué par 

l'injection du filtrat phytotoxique : dessèchement des organes 

foliaires et rupture de l'axe hypocotylé au niveau du collet. 

Pb& 70 : 

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. 





phaa I l  : 

Comparaison entre l e s  e f f e t s  du f i l t r a t  phytotoxique (Tox. ) e t  ceux 

du Champignon (c) sur des hypocotyles de Chou rouge. (T) : hypocotyle 

témoin. 

Pha. t~ 12 : 

Electrophorèse sur gel de polyacrylamide de l a  molécule phytotoxi- 

que purif iée après chromatographie sur DEAE Sephadex A e t  électro- 5 0 
focal isat ion préparative . . 



R U S  
LILLE O 



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  

E T  P E R S P E C T I V E S  

Pour dégager l e s  principaux ré su l t a t s  de notre t r a v a i l  e t  en indi- 

quer quelques perspectives de recherche, il convient de l e  s i t u e r  dans l'ensemble 

des connaissances relat ives  à l 'évolut ion de l a  maladie sur  l e s  Crucifères a t t a -  

quées par Lep tosp haeria macu lans. 

Les études épidémiologiques t r è s  nombreuses effectuées sur des es- 

pèces cul t ivées du genre Bmrssica,allast des diverses var iétés  de Chou aux d i f -  

f'érents cu l t ivars  de Colza,, montrent q u ' i l  ex is te  de rmrltiples conditions favori- 

sant plus ou moins l a  contamination mais conduisant à un même processus infec- 

t ieux une f o i s  l ' agent  pathogène en place. 

La contamination naturel le  des crucifères maraîchères e t  oléagineu- 

ses ne s 'effectue pas de l a  même façon ; pour l e s  premières, l e  rô le  des semen- 

ces contaminées e s t  prépondérant en raison de l a  fo r t e  densité des semis r éa l i sé s  

en pépinières (environ 80 kg de graines/ha). Dans ce cas, l a  maladie se  mani- 

fes te  généralement par une fonte de semis e t  pour l e s  plantes dont l a  graine e s t  

saine,  par une attaque plus tardive aboutissant à l a  nécrose du col le t  v i s ib l e  

parfois l o r s  du repiquage en champ mais souvent beaucoup plus tardivement. Pour 



l e s  plantes oléagineuses de plein champ l e  processus e s t  différent  ; l e s  semis 

sont beaucoup moins denses (4 kg de graines/ha) e t  ce sont sürtout l e s  résidus 

de culture qui portent l a  responsabili té de l a  transmission de l a  maladie. En 

e f f e t ,  quelles que soient l e s  régions, l e s  données climatiques, l e s  cul t ivars  

u t i l i s é s  e t  l a  qual i té  des gra ines , i l  n 'exis te  pas de cu l t ivars  de Colza indem- 

nes de l a  maladie ; en conséquence après l'abaissement de l a  température e s t i -  

vale,  des périthèces se  forment à 1' automne sur l e s  pa i l l e s  demeurées à l a  s u r  

face du s o l  après l a  récolte.  Dès que l e s  conditions atmosphériques l e  permet- 

t e n t ,  l e s  ascospores sont l ibérées  e t  vont contaminer massivement l e s  nouvelles 

cultures.  S i  l 'a t taque a l i e u  t r è s  t ô t  après l a  levée, l e s  plantules présenteront 

rapidement une nécrose l é tha le  du co l l e t  tandis qu'une contamination plus tar-  

dive ( f i n  octobre) n'engendrera de symptômes graves qu ' à l a  reprise  de l a  végé- 

t a t ion .  La maladie de l a  nécrose des Crucifères e s t  donc une maladie cryptoga- 

mique qui,  selon l e  stade physiologique de l a  plante au moment de l a  contamina- 

t i on ,  peut évoluer en une nécrose l é tha le  rapidement ou plus lentement. 

Notre première démarche a consisté à reproduire d'une manière ré- 

pé t i t i ve  l a  maladie dans des conditions contrôlées de culture.  Pour cela,  nous 

avons l imi té  notre étude aux contaminations de plantules au s taae cotylédonaire. 

A p a r t i r  de l à ,  nous avons é té  confronté d'une par t  avec l e  mode d ' infect ion des 

plantes e t  d 'autre  part  avec l a  recherche d'un hôte t r è s  sensible.  La d i f f i cu l t é  

d 'obtenir régulièrement des périthèces,  i n  v i t ro ,  nous a contraint à préférer 

l e s  pycniospores comme source dlinoculum ; l ' isolement d'une souche agressive 

nous a permis de constater qu'en conditions contrôlées, l e s  conidies possèdent 

un pouvoir d l in fec t iv i t é  élevé a lors  qu 'e l les  ne jouent qu'un rôle  tout  à f a i t  

mineur dans l a  contamination na ture l le  des cultures.  Confrontées à des espèces 

cultivées e t  parentes du genre Brassica -le Chou, la  Navette e t  l e  Colza- ces 

conidies provoquent des symptômes d'amplitude t r è s  variable selon 1 'espèce, l e  

cu l t ivar  e t  l a  température. Grâce à l a  t r è s  grande sens ib i l i t é  q u ' i l  manifeste 

au Champignon, ce qui ava i t  d 'a i l leurs  é té  perçu par  différents  auteurs, l e  Chou 

constitue l e  matériel  végétal i déa l  pour étudier  l e s  modalités de l 'agression 

paras i ta i re  chez un hôte t r è s  sensible.  De plus, a l o r s  que l a  température n ' a  

aucune influence sur l a  résis tance du Chou à l 'agression,  nous avons montré 

que l 'expression de l a  tolérance chez certains cu l t ivars  de Colza e s t  l i é e  à une 

température de culture relativement basse. Ceci permet de comprendre en pa r t i e  

pourquoi en raison de l 'affaibl issement  de l a  résistance dû à des températures 

plus élevées, 1' implantation du Colza connaît certaines d i f f i cu l t é s  dans des 

régions plus chaudes t e l l e  que l'Espagne. 



Le modèle biologique de base é tan t  déf ini ,  nous avons pu aborder 

l ' aspec t  cytophysiologique du parasitisme en examinant dans un premier temps à 

l ' é che l l e  u l t ras t ruc tura le ,  l e s  perturbations provoquées dans l e s  hypocotyles 

par 1 ' agent pathogène. Certaines observations se  sont révélées particulièrement 

intéressantes ; l a  première concerne l a  pénétration passive des conidies dans 

l a  plante par l e s  stomates. On comprend a i n s i  aisément pourquoi, dans l a  nature, 

l e s  ascospores jouent un rô le  épidémiologique beaucoup plus déterminant que l e s  

pycniospores. Quelques ascospores suff isent  pour contaminer une plante e t  y pro- 

voquer une nécrose l é tha le  ; ces ascospores germent t r è s  v i t e  même à basse tem- 

pérature,  contrairement aux pycniospores, e t  l e s  filaments mycéliens émis sont 

capables de pénétrer rapidement s o i t  par l e s  ouvertures naturel les  so i t  en per- 

forant l a  cut icule  e t  l a  paroi de l'épiderme. Pour que l e s  pycniospores puissent 

infecter  une plante,  il faut qu 'e l les  soient émises en t r è s  grand nombre de façon 

à ce que quelques unes pénètrent par l'ouverture des stomates. Le second point 

se  rapporte au mode d'envahissement de l a  plante ent ière  par l e  Champignon. 

L'observation de nombreuses sections d'hyphes à l ' i n t é r i e u r  des vaisseaux du 

bois d'hypocotyles e t  de cotylédons contaminés apporte l a  preuve que l e  my- 

célium peut migrer t r è s  rapidement à t ravers  l e s  différents  organes de l a  plan- 

t e .  Ceci permet de comprendre que des inoculations réal isées  uniquement au ni- 

veau des hypocotyles de Chou puisserit engendrer l a  formation de macules cotylé- 

donaires, toujours local isées  s o i t  en bordure des nervures s o i t  en bordure du 

cotylédon, ceci bien avant l ' appar i t ion  de l a  nécrose. On peut également suppo- 

se r  que la  propagation rapide du mycélium dans l e s  t i s s u s  conducteurs de l a  

hampe f lo ra l e  permet au Champignon d'accéder aux organes reproducteurs de l a  plante 

e t  de provoquer a ins i  l a  contamination des graines à l ' i n t é r i e u r  des s i l iques  ; 

ce t  aspect f a i t  l ' o b j e t  de travaux actuellement en cours 

Un troisième élément p o s i t i f  peut ê t r e  dégagé de l 'é tude u l t ra -  

s t ructurale .  En e f f e t ,  l e s  mécanismes d'action du Champignon sur l e s  s t ructures  

ce l lu la i res  l a i s sen t  penser que l e  processus nécrotique se  déclenche avec l a  

lyse  progressive e t  intense des parois ce l lu l a i r e s  plutôt que par su i te  de l ' ac-  

t i o n  d'une toxine d i f fus ib le .  Dans l e  cadre de l a  recherche des déterminants 

moléculaires du pouvoir pathogène, nous avons caractér isé  l a  production d'une 

toxine, l a  sirodesmine PL, dans l e s  f i l t r a t s  de culture du Champignon a ins i  que 

dans l e s  hypocotyles nécrosés ; toutefois ,  cer ta ins  aspects concernant son rôle  

pathogénique nous conduisent à écarter  l 'hypothèse selon laquel le  ce t t e  molécule 



i n i t i e r a i t  l e  processus de l a  nécrose. Néanmoins, comme nous l 'avons mentionné 

auparavant, il s e r a i t  intéressant de s i tue r  sa  biosynthèse par rapport à l 'évo- 

lu t ion  de l a  maladie. Ceci permettrait  de savoir s i  ce t te  toxine joue un rô le  

synergique des autres  déterminants du pouvoir pathogène en part ic ipant  aux 

processus de dégradation t ik su la i r e  ou s i  sa  synthèse n 'es t  qu'un évènement 

t a r d i f  de ce processus. 

Alors qu'aucune observation à l ' é c h e l l e  u l t ras t ruc tura le  ne per- 

met d'envisager une intervention précoce de l a  sirodesmine PL, par contre l ' a c -  

t i o n  des glycanases fongiques apparaît  déterminante dans l a  pathogenèse. Le 

Champignon produit des enzymes capables de dégrader des substrats  de nature pecto- 

hémicellulosique ce qui se manifeste sur l e  plan cytologique par l 'observation 

de l a  migration du mycélium dans l a  région sous cut iculaire  de l a  paroi de 1'6- 

piderme qui e s t  r iche en ce type de composés. Parmi ces enzymes, l a  polyméthyl- 

galacturonase présente un in té rê t  pa r t i cu l i e r  en raison de ses  e f f e t s  phytoto- 

xiques, mais c e t t e  enzyme n 'es t  pas l a  première émise dans l e s  f i l t r a t s  de 

cul ture  en présence de parois ce l lu l a i r e s  ; une xylanase e s t  biosynthétisée 

beaucoup plus précocement. Eh est-il de même dans les hy-pocotyles contaminés e t  

quelle e s t  l a  contribiition effect ive de ces différentes  enzymes dans l a  dégrada- 

t i on  des parois ?. Le temps imparti pour présenter ce t r a v a i l  ne nous a maiheu- 

reusement pas permis de développer de façon plus approfondie c e t t e  étude enzymo- 

logique e t  en pa r t i cu l i e r  l ' a c t i o n  i n  situ de ces biocatalyseurs ; ceci cons- 

t i t u e r a  l ' ob je t  de nos prochaines recherches. 

S i  l e s  propriétés catalytiques de ces différentes  enzymes déter- 

minent effectivement l e  succès de l ' i n fec t ion ,  on peut donner une explication 

purement physiologique au net ralentissement de l 'évolut ion de l a  maladie obser- 

vé dans l a  nature pendant l 'h iver .  On peut concevoir que l a  chute des tempéra- 

tures  provoque durant ce t t e  période une diminution de l a  v i tesse  d'hydrolyse des 

polysaccharides pariétaux s o i t  directement s o i t  en modifiant l a  physiologie 

de l a  plante. En tout cas ceci s u f f i r a i t  à rendre peu probable l'hypothèse selon 

laquel le  l a  repr i se  de l a  maladie au printemps s e r a i t  due à une nouvelle émission 

d'ascospores. Du r e s t e ,  en conditions contrôlées, on observe que l a  v i tesse  

d'action du Champignon dans l e s  plantes contaminées e s t  toujours proportionnelle 

à l a  température ambiante. 



Malgré son caractère incomplet, l ' é tude  enzymlogique nous ouvre 

des perspectives dont certaines pourront se concrétiser dans un avenir t r è s  

proche. Le but que nous nous sommes f ixé e s t  d'essayer de comprendre l e s  méca- 

nismes qui provoquent une réaction de tolérance au Champignon chez cer tains  cul- 

t i v a r s  de Colza pour éventuellement f a i r e  déboucher notre étude fondamentale sur 

l e  domaine de l a  sélection en agronomie. A cet  e f f e t ,  nous envisageons de déter- 

miner dans l'immédiat l a  sens ib i l i t é  de nombreux cul t ivars  de Colza au f i l t r a t  

de culture r éa l i sé  en présence de parois ce l lu la i res  a ins i  qu'à l a  polyméthyl- 

galacturonase purifiée.  Les premiers essais  que nous avons réa l i sés  avec l e  

f i l t r a t  sur quelques cu l t ivars  sont encourageants. Toutefois, l!action de l'enzy- 

me pure ne peut ê t r e  envisagée à grande échelle qu'en mettant au point une nou- 

ve l l e  méthode de production e t  de purif icat ion permettant d'en obtenir des quan- 

t i t é s  appréciables. En outre ,  l e s  propriétés physicochimiques de ce t t e  protéine 

devront ê t r e  approfondies. 
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