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RESUME DE LA THESE

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

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

de l'attagque parasitaire chez un hdte trés sensible.

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

particuliérement agressif.

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

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

gations sur les mécanismes d'attaque du parasite.

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

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

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

i ceux provoqués par 1'agent pathogéne.

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

les structures cellulaires.

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

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




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

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

de cultivars de Colza plus résistants.




INTRODUCTION GENERALE

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

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

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

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

a4 l'apparition de la maladie.

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

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

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

sant & la nécrose chez un hdte sensible.




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

veau des structures cellulaires.

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

Pect enzymologique de l'agression parasitaire.




PREMIERE PARTIE
L’AGENT PATHOGENE ET SON HOTE




CHAPITRE 1 : BIOLOGIE DE L'AGENT PATHOGENE

I. INTRODUCTION

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

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

- Position systématigue :

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

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

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

e




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

avec des parois épaisses et sans pore bien défini.

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

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

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

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

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

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




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

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

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

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

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

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

apparaissent sous l'action du Champignon.

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

chapitre suivant.

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

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

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

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

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

part les souches possédant un pouvoir pathogéne €levé.

- Variabilité du Champignon :

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

quantitatives.

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

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

pignon.




IT. MATERIEL ET METHODES

1) LES SOUCHES EMPLOYEES

a) les souches monoascosporées :

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

germé n'a pu &tre récupérée.

b) isolats pluriconidiens :

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

micromanipulateur.

2) CONDITIONS D'OBTENTION DES PERITHECES, IN VITRO

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

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

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

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

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

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

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

toujours 8 ascospores de taille &gale.

3) MILIEUX DE CULTURE

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

et 4 la lumiére blanche.

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

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

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

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

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

billon, les conidies étant ensuite numérées avec un hématimétre.

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

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

ITI. RESULTATS

1) MISE EN EVIDENCE D'UN HETEROTHALLISME BIPOLAIRE

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

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

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

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

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

isogéniques.

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

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

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

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

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

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

2) VARIABILITE DU POUVOIR PATHOGENE

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

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

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

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

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

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

=

i : isolat conidien.

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

isolats conldlens et on remarque tout particuliérement la forte agressivité de

celui de signe (+).

Etant donné les dlfferences de pouvoir pathogene observegsApour

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

les suivants

- premier asque : souches 1 3 8 :

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

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

~

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

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

-~

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

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

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

a) aspect des cultures sur Carotte :

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

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

tigue de nombreuses petites plages colorées.

En conséquence, les différents thalles ne présentent aucun caractére

particulier pouvant &tre relié 3 1'hétérothallisme.

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

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

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

i : isolat conidien.

Statistiquement, les souches peuvent &tre regroupées :

-en deux classes pour le premier asque

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

~en trois classes pour le second

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

La croissance des deux isolats est significativement trés diffé-

rente de celles des souches monoascosporées du premier asque uniquement.

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

trés grand nombre.

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

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

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

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

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

i : isolat conidien.

Les souches se classent de la fagon suivante :

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

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

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

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

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

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

ticulier.

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

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

le nombre de conidies par millilitre de suspension.

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

relation avec l'hétd8rothallisme.

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

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

de Phoma linguam.

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

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

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

e

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

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

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

de thalles compatibles et certains caractéres culturaux.

V. CONCLUSION

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

savoir si toutes présentent la méme sensibilité.




Photo 1

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

caractéristique d'une souche monoascosporée).

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

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

I. INTRODUCTION

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

par des pycniocspores de Fhoma linguanm.

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

ces parentes possédent des génes de résistance.

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

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

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

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

1) ESPECES VEGETALES UTTLISEES

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

Ces variétés sont les suivantes :

- Brassica oleracea L.

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

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

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

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

- Brassica campestris L.

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

- Brassica napus L.

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

2) CONDITIONS DE CULTURE

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

-~

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

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

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

- Macroéléments (mg)

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

3) REALISATION DU COMPLEXE HOTE-PARASITE

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

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

mérées avee un hématimstre.

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

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

répétés 3 fois.

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

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

- le nombre d'hypocotyles nécrosés.

III. RESULTATS

1) INCUBATION A 1k°C

a) macules cotylédonaires :

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

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

breuses pycnides se forment sur les parties flétries.

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

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

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

tardive et en moins grand nombre de trés petites macules.

b) nécrose des hypocotyles :

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

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

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

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

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

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

a) macules cotylédonaires :

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

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

e

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

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

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

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

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

et uniquement sur des hypocotyles trés fortement amincis.

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

les plus atteints présentant souvent de profondes échancrures.

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

pés dans les graphiques 4 et 5.

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

a 24°C chez 3 esp2ces du genre Brassica.

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

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

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

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

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

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

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

ci-dessous :

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

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

le tableau 5,

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

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

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

donc pas différents au sein de chaque association.

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

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

sensible.

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

Contrairement 3 ce qu'avait conclu ALABOUVETTE (ALABOUVETTE,
et al.,1974), il est possible d'établir un classement valable de cultivars de Colza
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4 la suite d'inoculations artificielles et en conditions contrdlées. La condi-
tion nécessaire et suffisante est d'opérer 5 une température constante relati-
vement basse. A 14°C, aprés une période d'incubation courte, inférieure 3 1 mois,
il est possible de différencier significativement la sensibilité des cultivars
en se basant uniquement sur le pourcentage de plantes porteuses de macules coty-
lédonéires. Nous devons mentionner que ces observations vont & 1'encontre de
celles d'auteurs (THURLING et VENN, 1977), qui soulignent que la sensibilité

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

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

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

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

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

gue parasitaire.

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

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

I. INTRODUCTION

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

complémentaires cytologiques, physiologiques et biochimiques.

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

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

situation.

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

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

II. MATERIEL ET METHODES

1) METHODE DE CONTAMINATION

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

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

dans le cas des hypocotyles témoin.

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

avant 1l'inoculation et maintenue pendant 24 heures.

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

lation. .

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

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

2) TECHNIQUES CYTOLOGIQUES

a) fixation :

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

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




38

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

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

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

sur un microscope électronique & transmission Hitachi HU 11 A.

c) tests cytochimigues :

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

ITI. EXAMENS MICROSCOPIQUES

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

fection.

1) EXAMEN DES TISSUS SAINS

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

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

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

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

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

nent parfois une forme crennelée.

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

mécanique.

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

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

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

zones d'extension de la cuticule.

b) aspect des cellules du parenchyme cortical :

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

et libres.

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

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

importants (Pl1.III , Fig. 1).

2) VISUALISATION DU PROCESSUS INFECTIEUX

a) pénétration du Champignon :

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

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

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

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

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

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

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

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

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

enzymes nécessaires i la dégradation de ce type de substrat.

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

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

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

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

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

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

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

miques coagulés s'accolent & la paroi fongique.

IV. DISCUSSION

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

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

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

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

pénétration dans les stomates.

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

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

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

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

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

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

-~

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

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

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

n'est pas parvenu & hydrolyser.

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

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

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

extension.

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

excluant toute nouvelle pénétration du Champignon.

V. CONCLUSION

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

sés pecto-hémicellulosiques.
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CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

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

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

amidon

cavité de lyse
cellule stomatigue
conidie

cuticule

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

lamelle moyenne
matériel granuleux
matrice

méat

membrane plastidale
mitochondrie
mucilage

noyau

cly
cst
co
cu

cyc

ei

fir

fm

E'OQ

&

“=EFAHHEE

nucléole

paroi

paroi de 1l'épiderme

paroi fongigque

paroi lysée

Placsmalemme

plasmalemmasome

plasmodesme

plaste

plastoglobule

réserves

septum

stomate

synapse

systéme lamellaire désorganisé
systéme lamellaire fongigque
tonoplaste

vacuole

vaisseau conducteur
vésicule

vésicule de lyse

€p
pf
ply
pl
plm
pld

plg
rs

st
sy
sld
slf

va
ve

vly




PLANCHE I

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

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

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

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

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

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

Fig. 1 -

Fig. 2

Fig. 3 -

Fig. 4 -

PLANCHE Il

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

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

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

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

G x 14 000.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ze de plomb.

PLANCHE

\

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

stratification de la paroi disparalt. G x 22 500.

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

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

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

Fig. 1 -

Fig. 2 -

Fig. 3 ~

PLANCHE IX

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

endroits des résidus de fibres (fir).
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PLANCHE X1

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

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

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

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

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

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

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

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

lyse (vly). G x 24 500.





































































































































































































































































































































