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R E s u M E

Le travail mené sur les anthracnoses a permis d'identifier

les principales espèces d' Asçochyca inféodées aux légumineuses cultivées

et spontanées en Algérie.

La caractérisation rrorphologique et culturale a confinné

leur hétérogénéIté rrarquée et la confusion qui a souvent régné au sein de

ce groupe de pathogènes. Par l'analyse des mécanismes ultrastructuraux de

la conidiogenèse, il a été observé un rœde de forrration ontogénique du type

phialidique, comparable à celui observé chez le genre Phoma.

L'aspect systérratique des As c o c hu c o a été canplété
par une étude de la spécialisation parasitaire; en dehors de l' As c 0 c h y ca

pLnodes et A. pLnodeLLa les

hôte

autres espèces ont rrontré une nette

d'origine.spécificité à l'égard de leur

Dans la partie consacrée à l'anthracnose du Pois causée

par A. P Ls L Lib., l'étude des exigences biologiques et du pouvoir

pathogène du champignon a permis de définir les conditions de transmission

de la rraladie ainsi que la variabilité génétique des isolats.

Les relations hôte-parasite ont été ensuite abordées chez

un phénotype sensible et un résistant. A l'aide de la M.E.B., les aspects

du processus de germination des conidies et de la pénétration de l'hôte ont

été précisés, en relation avec la rrorphologie extérieure des cultivars et

la présence des cires cuticulaires. Les évènements ultrastructuraux inter­

venus après la pénétration, jusqu'à la forrration de la nécrose, ont norrcré

des différences entre les interactions compatibles et incompatibles. La

nature cytochimique de certains métabolites secrétés par la plante
ou le pathogène a été discutée.

Mots clés

Anthracnoses, légumineuses,
- Ascochyta ssp. systématique, ontogénie,

P. s o c Lv um , A. p i.s L , pouvoir pathogène,
spécificité parasitaire,

- Relations hôte-parasite, interactions compatible et

incompatible
- Ultrastructure, cytochimie.
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INTRODUCTION GENERALE

La production des grandes cuLtures en ALgérie est

confrontée à de nombreux probLèmes, qui constituent un obstacLe

à son déveLoppement. Les aspects phytotechniques (fertiLisation,
date de semis, profondeur et densité de semis, désherbage, choix

variétaL etc ••• l, en sont parfois La cause, cependant Les prob­
Lèmes phytosanitaires souvent ignorés entrainent de Lourdes

pertes. Bien qu'iL n'existe pas de données exactes à ce sujet
de nombreux rapports attribuent La stagnation ou La baisse des

rendements à des maLadies. La modernisation de L'agricuLture a

fait appeL à des moyens de production performants (utiLisation

de variétés à haut rendement, fertiLisation, irrigation, impor­
tation de semences etc ••• l, et a été marquée souvent par une

rupture de L'équiLibre des agro-écosystèmes.

IL en est résuLté en particuLier dans notre

pays, soit une introduction de nouveaux pathogènes, soit une

muLtipLication d'espèces qui étaient jusqu'à Lors à L'état

endémique. Par exempLe, Les Légumes secs, principaLes cuLtures

vivrières après Les céréaLes, n'ont pas échappé à La menace

des anthracnoses causées par des Ascochyco spp.

Face à cette situation, nous avons profité de

La structuration de La recherche agronomique à L'I.N.A. (EL­

Harrachl en 1977, pour nous préoccuper de L'anthracnose du

Pois causée surtout par A. pLSL.

Dès Lors, et sans ignorer L'apport des autres moyens

de Lutte (améLioration des techniques cuLturaLes, Lutte chimique,

empLoi de semences saines etc ••• l, L'utiLisation éventueLLe de

La résistance variétaLe a été notre objectif à Long terme, d'où

L'intérêt des études entreprises en vue d'approfondir d'abord

nos connaissances sur Le parasite et de mieux définir ensuite

Les facteurs de résistance chez Le coupLe Ascochyco pLSL/
Pisum sativum.
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1. HIS TOR 1 QUE

1.1. DEFINITION ET AGENTS RESPONSABLES DE

L'ANTHRACNOSE DU POIS

Le terme anthracnose a un sens imprécis en

pathoLogie végétaLe. ROGER (1958), puis MESSIAEN et LAFON

(1963) désignent par "anthracnose" desaLtérations nécroti­

ques brunes ou noires, de forme queLconque �ais d'étendue

Limitée, pouvant affecter Les feuiLLes, Le tiges, Les fruits,
Les rameaux ou Les écorces pour Les végétaux.Ligneux •

InitiaLement, cette dénomination a été sur­

tout réservée aux Lésions provoquées par Les champignons de

L'ordre des MéLanconiaLes et pLus particuLièrement à ceLLes

causées par Les espèces du genre CoLLecocrLchum.

En étudiant L'anthracnose du meLon provoquée

par CoLLecocrLchum LogenorLum (Pass.) ELL. et HALST., TOUZE

(1964) a précisé L'origine du terme qui vient de grec "anthrax"�

uLcère et de "nose" � maLadie. Le processus physioLogique qui
aboutit à La formation des uLcérations nécrotiques, caractéris·

tiques de cette affection, est maintenant précisé (TOUZE, 1964;

HEATH et WOOD, 1969).

Pour La majorité des Légumineuses, Les anthrac­

noses constituent un groupe très important de maLadies affec­

tant Les différents stades de déveLoppement de ces cuLtures.

L'agent causaL est, dans La pLupart des cas, un champignon à

pycnides du genre Ascochyco.

AGENTS RESPONSABLES DE L'ANTHRACNOSE DU POIS

Depuis Les travaux de JONES (1927), SATAR (1933)

HARE et WALKER (1944), iL a été définitivement reconnu. que

L'anthracnose du Pois était causée en réaLité par trois espèces
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bien distinctes appartenant au genre Ascochyca: A. pLSL,

A. p i.n o d e s (MycosphoereLLo pLnodes) et A. pLnodeLLa. La

littérature reLative à cette maladie, citée par ces auteurs,

faisait état d'une confusion qui a longtemp régné entre les

différentes espèces. Ainsi, STONE (1912) considérait que

A. pLSL décrite pour la première fois par LIBERT (1830)

était la forme parfaite de MycosphaereLla, cette dernière

ayant été précisée par JONES (1927). De même La cLassification

des genres et des espèces responsables des anthracnoses sur

Légumineuses (LINDFORD et SPRAGUE, 1927; SPRAGUE, 1929)

maintenait encore queLques imprécisions, o� A. pLnodeLLa

était considérée comme une microforme de l'espèce A. pLnodes.

Par la suite, les descriptions reprises par

SKOLKO ��., (1954) et par WALKER (1969) établissent que

Les trois espèces se différencient Les unes des autres par

Les symptômes qu'eLLes provoquent au niveau de La pLante,
La LocaLisation des Lésions et Les caractères morphoLogiques des

pycnidiospores:

Ascochyca pLsLLib.: cette espèce provoque des nécroses

déprimées circuLaires au niveau des différents organes

(feuiLLes, tiges, gousses), ayant une coLoration maron cLair

et un contour toujours bien déLimité par une marge pLus

foncé�. Les Lésions provoquées sur Les tiges sont pLus

aLLongées que ceLLes existant au niveau des autres organes.

Au centre des taches, La présence de petits points noirs est

souvent observée. Ce sont des pycnides disposées généraLement

en cercLes concentriques; La forme sexuée n'est pas actueLLe­

ment connue.

MycosphaereLLa pLnodes (BERK. et BLOX.) VESTERG avec La

forme p.rfaite: Ascochyca pLnodes L.K. JONES, provoque

des taches brunes irréguLières susceptibLes d'affecter

L'ensembLe de La pLante. Les Lésions Les pLus remarquabLes se

LocaLisent Le pLus souvent au niveau des noeuds ainsi que sur

Les parties basses de La pLante. La coLoration des taches



- 4 -

est plus sombre que dans le cas précédent; Les pycnides sont

beaucoup moins saillantes.

Ascochyco pLnodeLLo L.K. JONES dénommée aussi

Ph omo medLcogLnLs MALBR. et ROUM. var. pLnodeLLo JONES, cette

dernière espèce de moindre importance provoque des symptômes

qui sont proches de ceux causés par A. pLnodes. A. pLnodeLLo
est habituellement responsable d'une pourriture des racines

et les taches nécrotiques sont rares sur feuilles et sur

gousses. La forme sexuée n'est pas non plus connue pour cette

espèce.

Morphologiquement, les trois Ascochyco peuvent

se distinguer par les dimensions de leurs conidies; cependant,
le tableau 1 montre la variabilité des mensurations des dif­

férentes souches examinées par divers auteurs.

1.2. DISTRIBUTION ET EXTENSION DE LA MALADIE DANS LE MONDE

Les premières descriptions de cette maladie

ont été faites aux Etats Unis dès le début du siècle. En

effet JONES (1927) et SPRAGUE (1929) signalaient déjà l'im­

portance des: . dégâts sur les cultures de Pois. Par la suite

et sur le même continent, la maladie a été signalée plus au

Nord, au Canada o� pendant de nombreuses années, elle a en­

trainé de sérieux dommages (LYALL et WALLEN, 1958).

Dans une étude sur la désinfection interne des

semences de Pois infectées par Ascochyco pLSL, DEKKER (1957),

rapporte l'extension alarmante de cette maladie à travers

plusieurs régions de Hollande.

Dans les pays de l'Est, cette maladie s'est

manifestée avec la même intensité, notamment en URSS dont

les dégâts ont été rapportés par BONDARTZEVA et al., (1937)

KSENDZOVA(1976) pui s DOROZHKIN et KREMNEVA (1976).



TabLeau 1 DIMENSIONS DES SPORES DES ESPECES D'Ascochyto RESPONSABLES

DE L'ANTHRACNOSE DU POIS OBTENUES PAR PLUSIEURS AUTEURS

ESPECES

AUTEURS

SACCHARDO (1896)

SPRAGUE(1927)

VIENNOT-BOURG ·.IN (1949)

ANSELMEet CHAMPION (1962)

LEACH(1962)

BAJAN(1968)

MADHOSINGH WALLEN (1968)

CHAMPION(1969)

WALKER(1969)

MESSIAEN-LAFFON (1969)

PUNTHALLINGAM et HOLLIDAY(1972)

BOEREMAet VERHOENVEN (1979)

BOUZNAD(1978)

SUTTON(1980)

MOHAMMEDl (1984)

WEGRZYCKA (1984)

ALLARD(Comm. pers.)

A. p i.s i,

14-25 X 4-4,5*

6-19 X 2,5-6

13-16 X 3-5

10-16 X 3,5-6

17,9 X 4,9

11-14,3 X 4,5-5

13,9 X 4,2
"

"

10-16 X 4,5

11-16 X 3-4

14-14,5 X 4-4,5

11,5-14,5X3,5-4,5

7,5-20 X 2,5-6

12,3-15,7X3,2-4,8

11,2-14,4

A. p i.n o o e s A. pl.nodeLLo

10-16 X 4-7 6-10 X 3

10,8-12,6X5,8-6,2 5-7,8X4,6-6

9,3-11,5X4,2-5,1

12,3 X 4,5 7,8 X 3,7
Ul

" "

" "

8-16 X 3-4,5 5-8 X 2,5-4

6,25-16,25X2,5-5

9,1-12,7X4,5-6,5

12,0-17,2

3,75-10X2-5

8,7-14,6X3,9-6,3

* Longueur X Diamètre exprimês en �m.
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En PoLogne, BAJAN (1978) et WEGRZYCKA (1984), considèrent

que La cuLture du Pois reste fortement Limitée par La pré­

sence des Ascochyco spp. De même SUSURI (1976) signaLe

L'importance de ces espèces en YougosLavie.

En France, dans La pLupart des Lots de semences

récoLtées et dans Les cuLtures de pLein champ, La présence de

L'anthracnose et notamment ceL Le dûe à A. p i.s L, a été Long­

temps La pLus fréquente (ALLARD, 1965; CHAMPION, 1969, 1981;

ANSELME et CHAMPION, 1967; ANSELME et aL., 1970). Ceci a

justifié depuis pLus de deux décennies maintenant La priori­

té donnée aux programmes de recherche pour L'améLioration du

Pois contre L'anthracnose.

Les pays du Maghreb n'ont pas échappé à ce

véritabLe fLéau. En ALgérie, Les premiers échantiLLons de

Pois montrant des attaques d'anthracnose, ont été récoLtés

et conservés dans L'herbier phytopathoLogique de L'I.N.A.

(EL-Harrach), depuis 1925 • Nous avons d'aiLLeurs noté pour

ces échantiLLons une confusion entre Les symptômes observés

sur gousses et sur feuiLLes et L'identification de L'espèce

mentionnée. Nous avons estimé que Les deux espèces A.pl.sl.
et A. pl.nodes étaient méLangées sous L'appeLLation A.pLSl..

A part ces échantiLLons très anciens, aucune

étude antérieure n'a été signaLée en ALgérie, et ce jusqu'en

1975, époque o� nous sommes interess� aux probLèmes phyto­
sanitaires des semences de Pois produites dans Le pays.

1.3. LE PROBLEME ACTUEL DES ANTHRACNOSES EN ALGERIE

La production des cuLtures Légumières en

ALgérie n'a Gonnu un début de déveLoppement qu'à partir des

années 1970, avec notamment La mise en pLace par Le M.A.R.A.
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(Ministère de l'Agriculture et de la Réforme Agraire) de

l'époque, d'un projet F.A.O. dit "Algérie 29". A partir

de 1974, cette structure a été remplacée à l'échelle nationale,

par une autre structure: l'I.D.C.M. (Institut de Développement

des Cultures Maraîchères). Cet Institut avait pour mission de

répondre aux exigences, en matière de cultures légumières,

d'�ne agriculture qui devait passer d'un type traditionnel, à

une agriculture moderne.

L'un des objectifs assignés à cette nouvelle

structure était de combler un déficit de plus en plus impor­
tant en semences. Dans un premier temps, l'I.D.C.M. a pro­

cédé à une importation massive de semences destinées à être

multipliées. Durant cette période, on ne se préoccupait que

des semences pour la production de Pois et de Haricots verts;

les autres semences de légumes secs (Pois chiches, Pois secs,

Fèves, Lentilles, Vesces etc ••• ) dépendaient d'un autre orga­

nisme: l'I.D.G.C. (Institut de Développement des Grandes

Cultures).

Depuis, les bilans de chaque campagne agri­

cole montrent que la superficie de l'ensemble des Légumi­

neuses connaît une augmentation rapide, elle est passée de

82 000 ha en 1971 à plus de 150 000 ha en 1985 (Fig. 1).

Malheureusement, l'extension de ces cultures

s'est traduite chaque année par un emploi de plus en plus

fréquent de lots de semences contaminées. Nous ne citerons

que les cas de la production de semences de Pois,cultivar

"Douce de Provence", largement multipliées à l'Ouest du pays.

Leur taux d'infection par As c o c hu c o PLSL, déjà important en

1973 - 74 (15%� est passé, dans la même zone de multiplica­

tion, à 51% (BOULNAD, 1976).

L'im�ortanoeide cette,maladie révélée par les

travaux d'analyses des semences (BOUZNAD, 1976 et 1982 ;
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SAHNOUN, 1977) et l'extension constatée par la suite de

l'ensemble des maladies à anthracnose sur la plupart des

Légumineuses cultivées, nous a incité à prendre en charge
ce thème de recherche.

De plus,il apparait que A. pLnodes et A.

pLnodeLLo qui étaient insignifiantes il ya quelques années

sont de plus en plus détectées dans les analyses de semences

et en cultures. Les résultats que nous présenterons pour

A. p LS L

dans certaines

pourront être nous l'espérons extrapolés,

limites, à ces deux dernières espèces.

1.4. EVOLUTION DES RECHERCHES CONCERNANT LE

GENRE Ascoch�co SUR LEGUMINEUSES

Dans les paragraphes précédents, nous avons

essayé de situer et de définir l'importance du groupe des

anthracnoses chez les Légumineuses, avec une attention plus

particulière pour l'espèce A. pLSL.

Nous avons jugé ensuite nécessaire de rappe­

ler l'état de nos connaissances dans les principaux domaines

qui nous préoccupent:

la systématique du genre Ascoch�LO;
- -La biologie avec la variabi lité du pouvoir pathogène et

les aspects de la lutte liés à la transmission par les

semences;

les aspects morphologiques et biochimiques se rapportant

aux relations hôte-parasite dans le cas du couple PLsum'

socLvum/ Ascoch�co pLSL.

1.4.1. PROBLEMES LIES A LA SYSTEMATIQUE DU GENRE

Ascoch�to

Les premiers travaux de recherche effectués

sur les anthracnoses des Légumineuses causées par le genre
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Ascochyto ont été orientés au début vers Les probLèmes d'iden-

tification. LINDFORD et SPRAGUE (1927), puis SPRAGUE (1929)

ont tenté d'étabLir une cLassification en comparant Les carac­

tères morphoLogiques des espèces fongiques isoLées du Pois

(A. o i.c i, , A. p i.n o d e s et A. pi..nodeLLo) avec ceux d'autres

espèces (A. v l.c i.o e , A. LochyrL et A. f o b o e ) isoLées à parti r

des Légumineuses comme La Vesce, La Gesse et La Fève.

Par des inocuLations expérimentaLes, ces

auteurs ont montré La Large gamme d'hôtes d'A. pi..si.. et d'A.

pLnodes sur certaines Légumineuses et ont insisté sur La

simi Litude existant entre A. o l.s L, A. v l.c Lo e et A. foboe.

Une comparaison entre A. pi..nodeLLo et cer­

taines espèces du genre Phomo a permis à DENIS (1935) et à

BOEREMA et aL., (1965) de reconsidérer La position taxono­

mique d'A. pi..nodeLLo.

ROGER (1958) a noté pour sa part La varia­

biLité des caractères morphoLogiques du genre Ascochyco
montrant ainsi La difficuLté de La distinction entre Les

différentes espèces.

Cette situation est une des raisons pour

La�ueLLe , pendant Longtemps, L'hôte a constitué un des

éLéments essentieL dans La détermination des espèces. Bien

évidemment, Les concLusions sont erronées Lorsqu'iL s'agit

d'espèces poLyphages.

Cette difficuLté taxonomique s'expLique par

L'absence d'une partie du cycLe de reproduction; La phase

sexuée. De pLus, Les caractères morphoLogiques retenus

habitueLLement dans Les différentes cLés de détermination

et de cLassification des champignons imparfaits (VUILLEMIN,

1911; HUGHES, 1953; BARNETT, 1962; BARON et TUBAKI, 1967),
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ne permettent pas une distinction toujours rigoureuse. Surtout

Lorsqu'iL s'agit de distinguer certaines espèces des

genres Ascochyta et Phoma.

S'iL n'y a pas de probLème majeur pour

définir L'appareiL sporifère et Le type de spores pour un

champignon donné, en revanche La genèse et Le mode de

Libération des spores (caractères fondamentaux de dif-

férenciation), n'ont pas été cLairement étabLis. Ce n'est

que depuis Les deux dernières décennies, avec Le déveLop­

pement de La microscopie éLectronique à baLayage (M.E.B.)

et à transmission (M.E.T.), qu'iL a été possibLe de préci­
ser Les détaiLs de La sporogenèse. Tous ces aspects onto­

géniques caractérisant Les champignons imparfaits ont été

Largement discutés Lors du Congrés InternationaL tenu au

Canada (KANASANSKI 1969), dont L'essentieL des travaux a

été pubLié par KENDRICK (1971).

Antérieurement, BREWER et BOEREMA (1965)

avaient reLevé des différences entre queLques espèces des

genres Ascochyta sp.et Phoma sp.; notamment dans Le mode

de détachement de Leurs conidies.

Cette étude de La conidiogenèse a été reprise

par BOEREMA et BOllEN (1975). Ces auteurs ont proposé

deux processus ontogéniques différents: L'un anneLLidique

pour Le genre Ascochyta et L'autre phiaLidique pour Le

genre Phoma Cependant pour PUNITHAlINGAM (1979)

et SUTTON (1980), Les anneaux des Ascochyta observés en

microscopie photonique ressembLent aux phiaLides des Phoma.

le terme de phiaLide, empLoyé pour La pre­

mière fois par VUIllEMIN (1910), est relatif aux ceLLuLes

conidiogènes en forme de bouteiLLe qui produisent Les coni-

dies des champignons. Par La suite, HUGHES (1953) a

distingué un autre mode de formation ontogénique des coni­

dies dans sa nouveLLe cLé de détermination des Hyphomycètes.
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Très proche du type phiaLidique, ce deuxième type de conidio­

phore se distingue du premier par La présence de cicatrices

successives Laissées à La pLace de chaque conidie détachée.

Ce dernier auteur a donc proposé Le terme anneLLophore pour

Les espèces dont Le conidiophore est soumis à une éLonga­

tion après La formation de chaque nouveLLe conidie. IL en

résuLte une anneLLation dont Le nombre d'anneaux correspond

au nombre de conidies formées. Ces anneLLations sont pLus
ou moins visibLes en fonction des variations de croissance

des conidiophores après La Libération de chaque conidie.

D'aiLLeurs, toutes Les confusions qui existent entre Les

types phiaLidique et anneLLidique résuLtent de cette crois­

sance qui n'est pas toujours faciLe à observer.

ULtérieurement, et après Les orientationss

données par Le coLLoque de KANASANSKI tenu en 1969(KENDRICK,

1971), des études approfondies réaLisées sur L'uLtrastructure

des processus ontogéniques d'un grand nombre d'espèces, ont

permis d'étabLir Les caractères de base qui diffèrencient

chaque type ontogénique.

D'après Les travaux récents de COLE et SAMSON

(1979) et ceux de MINTER et aL, (1982, 1983), Les spores des

champignons imparfaits sont caractérisées par deux principaux

modes de formation ontogéniques: Le mode bLastique et Le mode

thaLLique.

Dans Le cas du mode bLastique qui nous intéresse

pLus particuLièrement, iL a été montré qu'au niveau du type

phiaLidique (Fig.2), La paroi de La conidie est formée 'ans La

participation directe de La paroi�intern2 du conidiophure: Le

processu� est dit entérobLastique.

En revanche chez Le type anneLLidique (Fig.2),

La conidiogenèse apparaît hoLobLastique, c'est à dire que Les

parois de La ceLLuLe conidiogène�sont pas impLiquées dans La

formation de La future conidie.
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Fig. 2: Schéma comparatif entre le mode de formation

ontogénique des spores du type phiaLidique et

celui du type annellidique. (d'après MINTER et al,19821

-Cas du mode phiaLidique chez TrLchodermo soturnLsporum

•

•00
�Q?- •

•

4-

...

-

Cas du mode annelLidique chez ScopuLorLopsLs brevLcouLLS

Le deuxième caractère fondamental qui permet
de différencier les deux modes de formation des conidies,
est la croissance ou non du conidiophore. Dans le type

annellidique, la plupart des auteurs notent après chaque
formation d'une nouvelle conidie une certaine élongation du

conidiophore. Ce conidiophore subit une croissance, dite

indéfinie, dont l'importance peut être variable d'une espèce à

l'autre.
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Dans le type phialidique, il n'y a pas d'élon­

gation du conidiophore au point de formation des conidies.

Il en résulte par contre un élargissement du col du conidio­

phore (ici p h i a t i d e i ,

L'importance de cette largeur, liée au nombre

de conidies formées, est matérialisée par un ensemble lamel­

laire très caractéristique d'une phialide (ROQUEBERT� 1977;

ROQUEBERT et FAYERT, 1982); dans ce cas le conidiophore est

dit à croissance définie.

Compte tenu de ces données, notre travail est destiné à

apporter des précisions sur le mode de conidiogenèse des

Ascoch�co et, par là-même, à les caractériser.

1.4.2. BIOLOGIE, TRANSMISSION ET VARIABILITE

DU POUVOIR PATHOGENE D'A, pLSL

Bien que l'importance des dégâts provoqués

par ce pathogène et les causes de cette maladie aient été

établies depuis le début du siècle, il a fallu attendre les

années cinquante pour voir apparaître les premiers travaux

sur les conditions de développement Ln vLcro du champignon
(BREWER et MACNEIL, 1953). Depuis, plusieurs aspects rela'

tifs aux exigences nutritionnelles du champignon (source de

carbone et d'azote) ont été abordés, définissant ainsi les

formes assimilables en certains éléments nutritifs nécessai­

res à la croissance et à la sporulation (BREWER, 1960;

BAJAN,1968).

L'effet de la lumière a surtout été étudié

par LEACH (1962), ainsi que BLACKEMAN et DICKINSON (1967).

Les auteurs ont montré que le comportement du champignon

peut être influencé par la qualité de la lumière; certains

isolats d'A, pLSL avaient une sporulation nettement favorisée

par une e x p 0 s i t ion sou s des l 0 n gue urs d' 0 n des co m p ris e sen t r e

230 et 290 nm.
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Parmi les autres facteurs abiotiques, SUSURI

(1976) s'est intéressé, entre autre, à l'action de la tempé-
rature. Il a déterminé les conditions optimales de croissan-

ce et de sporulation d'A. PLSL situé�à 20°C.

Pour notre part, la nécessité de mieux con­

naître le matériel biologique dont nous disposions, nous

a conduit à préciser l'action de tous ces facteurs sur la

reproduction du champignon (BOUZNAD, 1978). Quelques uns

des résultats essentiels seront repris dans le présent
travail.

Peu d'études ont été consacrées aux conditions

naturelles de la reproduction du pathogène, en tant que fac-

teur épidémiologique. Seules quelques données fragmentaires
signalent le rôle des débris de plantes infectées comme

moyen de conservation de l'inoculum dans le sol pour les

contaminations primaires (WALLEN, 1955; WALLEN et JEUN, 1968;
WALKER, 1969; SHERIDAN, 1981).

En revanche il a été établi que la contamination

intra-embryonnaire des graines (DEKKER, 1957\, constitue la

voie la plus efficace de transmission et de dissémination

d'A. PLSL. L'infection primaire des plantules commence dans

ce cas par les feuilles cotylédonnaires puis elle s'étend

progressivement aux parties supérieures d� la plantule

(NEERGARD, 1977\. A partir de ces foye� primaires, tous les

auteurs (NEERGARD, 1977; WALKER, 1969; ANSELME, 1967) consi­

dèrent que la propagation de la maladie est favorisée par

l'humidité. Les gouttelettes de pluie arrivant au contact des

organes végétaux provoquent des éclaboussures qui assurent la

dispersion des conidies. Schématiquement, nous nous sommes

inspiré des travaux réalisés par ALLARD et al. (communication

personnelle) sur A. pLnodes, pour reproduire le cycle biologique
de l'A. PLSL (Fig. 3 \. Ce schéma résume les différentes étapes
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de La contamination et de La reproduction du champignon,
teLLes qu'eLLes se dérouLent dans La nature. On constate

que Les semences contaminées et Les débris de cuLtures sont

Les sources principaLes des infections primaires.

Fig. 3: CycLe bioLogique de L' Ascochyco pLSL Lib.
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En Algérie, les zones semi-arides à pluvio­

sité réduite ne sont pas épargnées_ Dans ces conditions,

l'inoculum primaire, apporté par la graine, progresse de

proche en proche avec les rosées matinales (BOUZNAD, 19761.

La localisation d'A. PLSL au niveau des

tissus internes des graines a constitué pendant longtemps la

préoccupation majeure pour de nombreux chercheurs (DEKKER,

1957; BAJAN, 1968; CHAMPION, 1969 et 1983; ANSELME et al.,

1970; BOUZNAD, 1976; SUSURI, 1976; RUOKOLAi1979). Des techni­

ques appropriées ont été mises en oeuvre pour la détection et

l'identification des agents responsables de l'anthracnose du

Pois dans l'analyse sanitaire des semences.

De même, l'importance des dégâts causés lors

de la levée des plantules et l'extension de la maladie à

partir des foyers primaires, ont conduit d'autres auteurs

à étudier l'efficacité des traitements chimiques pour la

désinfection des semences (MAUDE, 1965; MAUDE et KYLL, 1970;

SAHNOUN, 1977; CHAMPION et al., 1984).

La lutte chimique a permis de limiter les dégâts

causés par la maladie, mais la recherche de variétés résistan­

tes a constitué aussi un autre moyen complémentaire, ce qui

nécessite aussi une étude de la variabilité du pouvoir patho­

gène d'A. pLSL. Cette approche constitue un préalable à tout

programme d'amélioration génétique.

A cet effet les premières études effectuées

par WALLEN (1957), ont permis de rpconnaître l'existence de

quatre races distinctes d'A. pLsLau Canada. Des travaux plus

récents (HUBBELING, 1972, 1984; COUSIN, 1972, 1984) ont permis

de caractériser une autre race, différente de celles déjà

décrites au Canada. Ce qui porte aujourd'hui

bre total de races ou pathotypes connuS dans

à cinq le nom­

le monde.



18 -

1.4.3. DONNEES BIOCHIMIQUES ET MORPHOLOGIQUES

CONCERNANT LES RELATIONS HOTE-PARASITE

DU COUPLE PLsum socLvum/Ascoch�co pLSL

Les premières études ayant porté sur la physio­

pathologie de cette maladie ont été menées par HEATH et WOOD

(1971). Ces auteurs ont montré l'existence et le rôle des

enzymes pectinolytiques et hemicellulotiques dans la dégrada­

t ion des cel lu les de l' h ôte; i ls 0 nt é gal e men t é t ab l i les m 0 d a­

lités de formation de La nécrose et constaté une accumulation

de composés phénoliques.

Des précisions complémentaires ont été appor­

tées par nos précédents travaux sur la variation qualitative
et quantitative d'un plus grand nombre d'enzymes impliquées éven"

tuellement dans la pathogènèse (BOUZNAD, 1978). C'est ainsi que

nous avons mis en évidence Ln VLcro et �n VLVO une autre gamme

d'activités enzymatiques jamais signalées auparavant pour le

couple PLsum s n c i.v urn A. pLSL.

Nous remarquons que ces recherches préLiminaires

en uti lisant la technique "Api-zym", nous avait permis de détec­

ter entre autres: la phosphatase acide, la phosphatase alcaline,
des lipases et des estérases. Leur concencration augmentait
très significativement avec le pouvoir pathogène des isolats

et le temps d'incubation. Certaines de ces enzymes ont été

confirmé� plus recemment parHOFFMAN et TURNER, 1982. Toutes

les a c t i v i tés enzymatiques detêctées Ln YLVO et Ln v Lt.r o par

A. PL5L sont résumées dans le tableau 1 ..is .

Par ailleurs des phytoalexines sont accumulées

dans les cellules de l'hôte après attaque du Pois (CRUICKSHANK

et PERRIN, 1965; HEATH � WOOD, 1971). Il s'agit principalement

Ces derniers auteurs ont montré l' e x i s t e n c e

d'une corrélation générale entre la résistance des cultivars

testés et la production de pisatine dosée après infection.
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Tabl.1.-I.;� Principales activités enzymatiques secrétées
�n v�vo et �n v�cro par Ascochyco p�s� Lib.

Auteurs HEATH et WOOD KSENDZOVA BOUZNAD HOFFMAN et
( 1 971) (1974) (1978) TURNER(1982)

Activités
l.n l.n Ln �n �n �n
v L.VO VLcro v�cro VLVO V�tro VLcro

Enzymati ues

·Ge llu lose (eX) N 0

Hemicellulases

t arabinase + 0

+ xylosidase

Pectinases

+ polygaLacturonases + + +

+ polyméthylgaLactu- t + +

ronases

+ polyméthylesterases t-

t 0( galactosidase 0 + +

t r3 galactosidase N +

+ � glucosidase N + +

t 0( glucosidese N N

Protease

t Aminopeptidase + N

Amylase

Phosphata se +

Invertase +

+ presence forte activité
. . -

o absence actlvtte
•• "

't
•

N c c trvrte Ires falbl,
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On a aussi montré La sécrétion d'une toxine

non spécifique: L'ascochitine. Cette substance antibioti-

que a été isoLée, décrite et caractérisée à partir de fiL­

t rats de cu Lture d' A.pLsLpar (BERTINI, 1956) et par OKU et

MAKANISHI (1963) à partir de filtrats de cuLture d'A.

foboe.

Par La suite,
étabLi une corréLation entre

Le POIVRE (1981 et 1982) a

La production de cette toxine,

L'aggressivité du parasite et La sensibiLité de queLques
cuLtivars de Pois. Nous avons égaLement, en coLLaboration

avec ALLARD (travaux non pubLiés), obtenu des extraits

d'ascochitine à partir d'une cuLture agitée d'A. foboe et

A. pLSL.

Si dans Le coup Le P. sotLvum / A. PLSL de

nombreux processus biochimiques ont été précisés, en revan­

che Les évènements morphoLogiques qui accompagnent L'interac­

tion hôte-parasite n'ont pas fait L'objet d'études très détaiL­

Lées en ce qui concerne L'uLtrastructure et La cytochimie.

Pour beaucoup d'autres pathogènes, des données

uLtrastructuraLes sur Les mécanismes de sensibiLité ou de résis-

tance sont connues en particuLier pour Les biotrophes
toires ( idiums, miLdious et rouiLLes) , (ELLINGBOE,

�.

obLiga-

1966;
STAVELEY et aL., 1969; BENADA, 1970; MONT et SKESINSKI, 1971;

INGRAM, 1976; KUNOH, 1978 et 1981; CONTI et aL., 1985).

Parmi Les hémibiotrophes, c'est princi Lement Le

genre CoLLecotrLchum et pLus précisement, C.LLndemuthLonum

agent de L'anthracnose du Haricot a été Le pLus étudié

(PARBERY et MERCIER, 1971; ALLARD, 1971; MERCIER et WOOD,

1971; O'CONNELL, 1985). De très nombreux parasites sont par

aiLLeurs nécrotrophes ou biotrophes (MESSIAEN, 1981).

L'un des objectifs de notre travaiL est aussi de déterminer

de ce point de vue La position de L'A. PLSL, en précisant

Les évènements morphoLogiques et biochimiques (cf. Fig. 4)

teLs que définis par de nombreux auteurs (AKAI et OUCHI,

1973; WHEELER, 1975; HEITEFUSS, 1981; MISAGHI, 1982; MANSFIELD

et HEATH, 1982; HEATH, 1982 (b)).
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Fig. 4: Schéma des évènements morphoLogiques (uLtrastructuraux)
et biochimiques conduisant à une sensibiLité ou une

résistance dans une interaction hôte· pathogène.
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Toutes ces données montrent que Lors de L' in­

fection des pLantes par un pathogène d'origine fongique,
L'hôte déveLoppe toujours un système de défense très diversi-

fié. Les phénomènes qui se succèdent dès L'arrivée du

pathogène au niveau de La pLante, aboutissent ou non à

L'étabLissement de La maLadie. Ainsi, s'iL y a cqmpatibiLité
avec L'hôte, iL y aura infection, tandis qu'en cas d'in.

compatibiLité Le pathogène est arrêté ou éLiminé à des
stades différents de La tentative d'infection.
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1.5. OBJET DE NOS RECHERCHES

L'anaLyse des travaux précédemment exposés,
fait ressortir deux centres d'intérêt: Les anthracnoses des

Légumineuses d'une manière généraLe et ceLLe du Pois causée

par A. pLSL, en particuLier.

L'étude systématique des anthracnoses sur

Légumineuses a été motivée par La grande hétérogénéité

morphoLogique et cuLturaLe des espèces fongiques impLiquées
et par La confusion qui règne dans La détermination de

certaines espèces,voire même entre genres.

D'autre part, maLgré Les nombreux travaux

réaLisés sur A. PLSL agent principaL de L'anthracnose du

Pois, très peu de recherches ont été consacrées à La bioLogie

du pathogène et aux interactions entre Le champignon et son

hôte.

A cet effet, nous avons tenté, dans une pre­

mière partie, de cLarifier La systématique du genre Ascoch��o
inféodé aux Légumineuses cuLtivées.

trois étapes:

Caractérisation morphoLogique et cuLtùraLe des différen-

Nous avons procédé en

tes espèces retenues dans notre étude;

Examen détaiLLé de La conidiogenèse en microscopie photo­

nique et éLectronique. Cette dernière approche est en

effet de pLus en pLus considérée dans La taxonomie des

champignons.

InocuLations croisées pour préciser Le degré de spéci­
ficité des espèces fongiques vis-à-vis des Légumineuses.

Cette étude nous paraît fondamentaLe pour une

bonne identification de L'espèce.
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Dans La deuxième partie de notre étude, cer­

tains aspects bioLogiques et pathoLogiques d'A. pLSL ont

été étudiés.

Les exigences du champignon tout d'abord ont

été redéfinies en étudiant Ln vLcro L'action de La tempéra­

ture sur La germination, La croissance et La sporuLation.
Comme A. pLSL est essentieLLement transmis par Les semences,

nous avons tenu à préciser Les facteurs essentieLs de La

transmission du champignon de La graine à La pLantuLe. Ce

travaiL a été mené soit à partir de graines natureLLement

infectées, soit à partir de graines artificieLLement ino­

cuLées.

Ensuite, La variabiLité du pouvoir pathogène
de cette espèce a été déterminée en utiLisant une gamme

d'hôtes différentieLs assez Large pour permettre L'identifica­

tion des races physioLogiques (pathotypesl. Cette étude a

porté sur un matérieL fongique de provenances géographiques
très diverses.

La dernière partie du présent travaiL a été

consacrée aux aspects uLtra-structuraux et cytochimiques des

reLation P. socLvum / A. pese.

Ce travaiL a été mené en deux étapes:

(1)- Les premiers stades du processus infectieux, aLLant de

La germination des spores à La surface de L'hôte, jusqu'à
La pénétration effective du champignon, ont tout d'abord

été précisés en microscopie éLectronique à baLayage
(M. E. B. )

.
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(2)- Les stades ultérieurs après la pénétration jusqu'à
la formation de la nécrose ont été étudiés au niveau

ultrastructural et cytochimique sur des hôtes sensibles

et résistants.

Ainsi, certains éléments de la résistance

du Pois (PLsum sacLvum) à l'anthracnose causée par A, pLSL

seront mieux définis pour un éventuel programme d'améliora­

tion de cette culture vis-à-vis de cette maladie.
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2 _ MATERIEL ET TECHNIQUES

2.1. PLANTES HOTES UTILISEES

2.1.1. CHOIX DES ESPECES ET DES CULTIVARS

Pour L'ensembLe de nos manipuLations, Les

cuLtivars de Pois suivants ont été retenu:

Rondo

FinaLe

Mervei LLe de KeLvedon

Douce de Provence

Frisson

Pour Les tests d'inocuLation croisée entre

Les différentes espèces d'Ascochyca et Leurs hôtes respec­

tifs, Les espèces hôtes suivantes ont été utiLisées:

Vesce (VLcLa sacLva), popuLation sauvage;

Gesse (Lachyrus oChrus), popuLation sauvage;

Fève (VLcLa faba ), cuLtivar AguaduLce;

Haricot (PhaseoLus vuLgarLs), cuLtivar Contender;

LentiLLe (Lens cuLLnarLs), cuLtivar Saïda;

Pois chiche (CLcer o r-Le c Ln um ) , cuLtivar Rabat 9.

Le matérieL ayant servi à La détermination

des races physiologiques est précisé dans Le paragraphe se

rapportant à cette étude (cf. Fig. 9).
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2.1.2. MODALITES ET CONDITIONS D'OBTENTION

DES PLANTULES

L'obtention des pLantuLes de Pois ne présente

pas de difficuLté particuLière. Néanmoins,afin d'améLiorer

Le pourcentage de germination, Les graines subissent une pré­

germination entre deux feuiLLes de papier filtre imbibées

d'eau, disposées dans une terrine et maintenues pendant 24h.

à La température ambiante du Laboratoire (16° à 22°C).

Les graines germées sont ensuite repiquées seLon Les méthodes

suivantes:

C'est La technique qui a été La pLus empLoyée

pour La production de pLants destinés soit à être inocuLés

directement en terrine, soit à permettre Le préLèvement de

foLioLes pour L'expérimentation en conditions de survie.

Pour L'obtention d'épi cotyLes après germina­

tion, Les graines sont semées dans des terrines contenant

de La vermicuLite et maintenues à L'obscurité. Au fur et

à mesure du déveLoppement des pLantuLes, de La vermicuLite

est ajoutéepour obtenir L'éLongation des épi cotyLes.

Cette méthode consiste à

déposer Les graines de Pois sur un griLLage et à Les main­

tenir à moitié immergées dans de L'eau contenue dans un

cristaLLisoir. Cette technique utiLisée par VO THI (1976)

permet d'obtenir un pourcentage pLus éLevé de pLantes saines

(indemnes d'A. p i.s l.) et un mei LLeur état de propreté des

foLioLes destinées aux études microscopiques. Le seuL

inconvénient de cette technique réside dans La nécessité

de maintenir ces graines en demi-immersion en réajustant

constamment Le niveau de L'eau.
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2.2. MATERIEL FONGIQUE ETUDIE

La diversité des aspects étudiés dans ce

travail (morphologie et ontogénie des spores, races physio­

logiques, transmission de la maladie par la graine, rela­

tions hôte-parasite), nous a amené à utiliser de nombreux

isolats d'A. p i.s L (Tab.2 ) ainsi que de nombreuses autres

espèces d'Ascochyta <rab.3 ).

Le tableau 2 concerne uni que ment les isolats

d'A. p l.s i, et le tableau 3 présente les différentes espèces

d'Ascochyco isolées à partir des autres légumineuses cul­

tivées et spontanées. Pour désigner les isolats, le nom de

l'espèce est suivi soit par les initiales du lieu géographi­

que où elle a été obtenue, soit par celles de la plante hôte.

2.2.1. PURIFICATION DES ESPECES ET ISOLATS

PAR CULTURE MONOSPORE

Au cours des isolements, les colonies

d'Ascochyto sp sont souvent, soit en mélange avec d'autres

champignons voisins (cas des A. pLSL, A. pLnodes et A.

pLnodeLLo) , soit contaminées par des bactéries. Aussi,

avant de mettre une quelconque souche dans notre collec­

tion, une purification a été réalisée par des repiquages

successifs en boites de Pétri. Afin d'obtenir une popula-

tion homogène répondant à la définition de l'isolatse�n BOMPEIX

et COLENO (1984), la purification a été obtenue par culture

monospore. Toute ces étapes sont résumées par le schéma de

la figure 5
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TABLEAU 2 : DIFFERENTS ISOLATS D'Ascochyta pLSL UTILISES

ISOLATS ORGANE D'ISOLEMENT ORIGINE GEOGRAPHIQUE

A. p LS L (Collo) Foliole Col lo (Algérie)

A. PLSL (Mou. ) Gousses Mouzaia (Algérie)

A. p LS L (EA23) Gousses El-Anasser (Algérie)

A. p LS L (BS) Semences importées Hollande

A. p LS L (DP1Z) Semences importées Angleterre

A. pLSL (EA2) Gousses El·Khemis (Algérie)

A. p LS L (Al2N°4) Versailles (France)

A. pLSL (GIR) Semences Gi ronde (France)

A. pLSL (10908) Semences Laminière (France)

A. p LS L (L/G) Semences Lot et Garonne (France)

A. p LS L (Tezier) Plantules Versai lles (France)
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TabLeau 3 DIFFERENTES ESPECES D'Ascochyto
DES LEGUMINEUSES UTILISEES

ESPECE PLANTE-HOTE
ORGANE ORIGINE

D'ISOLEMENT GEOGRAPHIQUE

A. foboe (SOU.1

A. foboe (LAM.)

A. r-o b i.e i, (MAROC)

A. phoseoLorum

A. VLCLO (COLL01

A. LentLs

A. LothyrL

A. sp. (Lothyrus
OCH.)

A. sp. (tg1)

A. pLnodes
( 1221

A. pLnodeLLo

Fève�(VLcLo fobo )

"

Pois chiches �

(CLcer orLetLnum)

Haricot �(Phoseo­
Lus vuLgorLs)

Vesce �

(VLCLO s o c i.vc i

LentiLLes �

(Lens cuLLnorLs)

Ge s se =lL@eh!;jrus
tLngLtOnusJ

(Lothyrus ochrus)

(Lothyrus tLngL­
tonus) tige

Pois �(PLsum
sotLvum)

Poi s = (PLsum
SOtL vum)

Gousses EL-Anasser
(ALger)

Semences Laminière
(Versai l Le s )

Semences Maroc

Semences Annaba(ALgérie1

Gousses CoLLo (ALgérie)

Tiges Sidi eL Abbes

(ALgérie)

Gousses Figuier (ALgérie)

Gousses Figuier (ALgérie)

Tiges ALger

CoL Lecti.on
ALLARD
(Versai L Les)

Semences Annaba (ALgérie)
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/

2

Suspension de
spores très diluée
(102-103 spores/ml)

F Lame gélosée

Suspension étalée

3

Ensemensement sur

lame gélosée

4

Repiquage isolement de

plusieurs spores en

boite de Pétri

5 Isolats mono­

spores purifiés

F' 5' S h' de purification monospore19. • C ema

D'une manière générale, une culture monos pore

, l' e'e soit à partir d'une suspension diLuée depeut être rea 1S

spores, soit à partir de L'apex d'un mycélium quand Le cham-

pignon ne fructifie pas (RAPILLY, 1968).

Dans notre cas, La combinaison des deux métho­

Une suspension de pycniospores très diLuéedes a été utiLisée.
2 3 L) est étalée sur une Lame recouverte d'une

(10 à 10 spores/m
'Lieu géLosé. Afin d'éviter toute contamina­

mince couche de ml

st disposée à l'intérie�r d'une bo1te de
tion, cette lame e



- 31 -

Pétri en verre stérile (Fig.�). Après 12 à 16 heures d';-n-

cubation à 20°C - 22°C, c' est- à- di re lorsque les tubes

germinatifs émis mesurent au moins deux fois la longueur

des spores, un fragment de gélose, supportant une spore

unique en voie de germination, est prélevée puis repiquée

dans une boite de Pétri contenant le milieu de culture

MATHUR et al. (1950).

Après 5 à 7 jours de croissance et lorsque

le diamètre de la colonie est suffisamment important, un

repiquage en tube à essai est effectué. Il permet d'obte­

nir un isolat homogène.

2.2.2. CONSERVATION DES ISOLATS ET MAINTIEN

DE LEUR POUVOIR PATHOGENE

Nous expériences ayant porté sur plusieurs

années, certaines précautions s'imposaient pour conserver

les isolats et éviter une perte de leur pouvoir pathogène

par vieillissement en culture artificielle. A cet effet,

les cultures pures repiquées en tubes à essais ont été

maintenues constamment en chambre froide (4° - 5°C).

De plus, au moins une fois par an, les isolats ont été ino­

culés sur une plante hôte.

2.3. ETUDE DES CARACTERES MORPHOLOGIQUES

DES Ascochyca sp�

La caractérisation morphologique des diffé­

rents isolats d'Ascochyta spp. a été réalisée par mesure de

la longueur et du diamètre des spores. Celle-ci a été



- 32 -

effectuée au microscope à partir d'une suspension de spores

homogène, préparée dans de L'eau stériLe. Pour chaque espèce

L'estimation est une moyenne étabLie à partir d'au moins 100spores.

Des informations compLémentaires ont été

obtenues par La mesure des dimensions des pycnides, La pré­

sence ou L'absence de chLamydospores, Le type de spores

(mono, bi ou pLuriceLLuLaires), ainsi que L'aspect généraL

des coLonies seLon Les miLieux de cuLture.

A partir de ces données, des cLasses d'isoLats

ont été définies afin d'apprécier Le niveau de simiLitude

entre Les différentes espèces.

2.4. ETUDE DES CARACTERES ONTOGENIQUES

Pour beaucoup d'espèces fongiques, La micro­

scopie photonique suffit à eLLe seuLe pour distinguer cer­

tains détaiLs des ceLLuLes sporogènes, présentant un intérêt

taxonomique. C'est Le cas de La formation anneLLidique du

conidiophore chez Les espèces appartenant aux genres

SpLLoceae, ScorpuLarLopsLs et AnneLLophora(HUGHE� 1953;

COLE et SAMSON, 1979).

Concernant Le genre Ascochyco, Les descrip­

tions ontogéniques habitueLLement rapportées sur ces forma­

tions et comparées Le pLus souvent avec ceLLes du genre

Phomo (SUTTON et SANDHU, 1968; BREWER et BOEREMA, 1965;

BOEREMA et BOllEN, 1975; USPENKOZOVA et aL., 1976), ne

sont pas évidentes. Ces incertitudes nous ont amené à repren­

dre L'étude de La conidiogenèse sur un pLus grand nombre

d'espèces; certaines ayant parfois des origines géographi­

ques très différentes.
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Tous Les stades de La morphogenèse de La

pycnide et de La Libération des pycnidiospores ont été étu-

diés en microscopie photonique et éLectronique. Pour cette

approche, Le matérieL fongique a subi Les mêmes méthodes

généraLes de préparation et de fixation que ceLLes utiLisées

par différents auteurs (JOHNES, 1976; BOEREMA et BOLLEN,

1975; HANLIN, 1976; HAMMILL, 1974 et 1977; COLE, 1981).

Les pycnides sont obtenues en boites de Pétri

sur Le miLieu MATHUR, puis préLevées par petits bLocs de

géLose Lorsque une grande proportion de ces pycnides ont

produit pLusieurs générations de spores. Les préLèvements

sont réaLisés de teLLe sorte que L'on ait aussi des pycnides

en début de formation.

Ayant utiLisé La procédure de fixation préconisée

pour L'étude des reLations hôte-parasite décrite au paragraphe

(2.7.), Le tabLeau 4 résume L'essentieL des étapes avec Les

traitements spécifiques au matérieL fongique étudié (osmoLa­

rité, pH, durée de L'incubation et des rinçages, température,

etc ••• ).

Enfin, rappeLons que cette étude a porté sur Les

isoLats suivants: A. pLSL (COLLO), A. PLSL AL2 N°4), A.

pLnodes (122 m), A. pLnodes (D.P.), A. pLnodeLLa (ANNABA),
A. v l.c l.o c (COLLO), A. VLCLae (BOU ISMAIL), A. l.o t.h q r-L (OCH),
A. t.o c hur-L (tg1), A. phaseOLorum, A. r ob i.e i. (MAROC), A.

fobae (LAM.) et A. t.e n c i.s (S.N.A.).

L'étude de La pycnidiogenèse réaLisée en

microscopie photonique à partir de coupes semi-fine a été

compLétée par un examen du comportement nucLéaire.
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RECAPITULATIF DES PRINCIPALES ETAPES DE LA

FIXATION DES PYCNIDES

ETAPES CONDITIONS DE FIXATION

1. Pré-fixation
dans gLuta­
raldéhyde

2. Post-fixation
dans tétroxyde
d'osmium

3. Coloration sur

bLoc à L'acé­
tate d'uranyle

4. Déshydratation

5. Substitution

6. Imprégnation

7. Inc Lusion

Le mélange fixateur est constitué par: 1 vol.gLuta 6%

l t f - Tampon cacodyLate O,OSM pH 7,2 1 vol.
vo • vec eurl_ Additif saccharose O,1M 1 vol.

L'osmolarité finale est + CaelZ ajustée à 200 m OsmoLes

La fixation est réalisée à la température de la glace
fondante et dure 2 h.

Rinçage dans le même tampon, à La même osmoLarité:O,2M.

Le mélange fixateur est constitué par:

vol.tétroxyde d'osmium à 2%

l {- Tampon cacodylate O,OSM pH�7,2vo.
_ Additif saccharose O,1M

1 vol.
1 v o l ,

La fixation se déroule à la température ambiante (20°C)
et dure 2 h.

Rinçage dans de l'eau distillée filtrée

Les spécimen subissent une coloration sur bloc dans
une soLution d'acétate d'uranyle à 2 % dans de l'eau,
pendant 45 mn.

Rinçage dans de l'eau distillée filtrée.

Passage progressif dans des bains d'éthanoL 50°: 5mn;
70° : 5 mn: 95° : 7 mn; 100° : 7 mn; 100° : 10 mn.

Puis 3 bains d'oxyde de propylène de 5 à 7 mn chacun

Remplacement progressif de l'oxyde de propylène par la
résine pure

Les bains durent 1h 30 chacun.

3 bains dans résine pure à l'étuve sous vide de 1h 30
chacun.

Dans résine pure "DURCUPAN" à l'étuve réglée à 45°C

pendant 12 heures puis à 60°C pendant 72 h.
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D'une manière générale, la coloration nucléaire

sur matériel fongique (ROBINOW, 1961; COTOTELO et

GRINCHENKO, 1962; CRAIGIE et GREEN, 1962; DJERBI et al.,

1974; AN DO et KATSUTA, 1984) comprend les étapes suivantes:

Fixation par un ou plusieurs mélanges de fixateurs

(alcool, acide acétique, acide chromique, acide

lactique)

- Hydrolyse acide par acide chlorhydrique SN

- Coloration de la chromatine par le colorant de

GIEMSA

- Différenciation par un tampon.

Cependant, dans le détail, les technique emp­

loyées diffèrent d'un auteur à l'autre, en fonction des

espèces de champignons.

Dans notre cas, après avoir testé plusieurs

techniques, la méthode de COLOTELO et GRINCHENKO (1962) a

été retenue. Une autre technique plus simple a été adaptée
à notre matériel fongique à partir de celle décrite par DJERBI

et al. (1974).

Le tableau 5 résume les différentes étapes

des techniques de coloration nucléaire utilisées.

2.5. ETUDE Ln vLcro DE QUELQUES CARACTERES

BIOLOGIQUES D'Ascochyca pLsL

De nombreuses espèces fongiques ont des exi­

gences générales identiques ou très proches, mais chaque

espèce ne manifeste une croissance et une sporulation opti­
males que dans des conditions très particulières.
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RECAPITULATIF DES ETAPES DE LA COLORATION NUCLEAIRE

ETAPES
SELON METHODE DE

COLOTELO ET GRINCHENKO
(1962)

SELON METHODE MODIFIEE
DE DJERBI et al., 1974

1. Les spores sont

collées sur lames
par mélange de
Haupt

2. Fixation

3. Déshydratation

4. Rinçage

5. Hydrolyse acide

6. Rinçage

7. Tampon ph os ph a"

te pH 7,2

8. Coloration
GlEMSA

9. Rinçage

10. Tampon phospha­
te pH: 7,2

11. Montage pour
observation

Mélange fixateur:
alcool absolu 4 vol.
acide lactique 1 vol.
acide acétique 5 vol.
pendant 10 mn

Ethanol 95" 10'sec.
75° 10 sec.

H Cl 5 N
5 mn à froid
5 mn à 60° (

é

t uve i

5 mn.

30 à 60 mn

5 sec.

Glycerine

MéLange fixateur
alccol 95°
pendant 7 à 10 mn

HC l 5 N
à température ambiante
(20°C 10 à 15 mn

1h30 à 2 h.

7 à 10 mn_

Glycérine 50%
dans H20
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Celles-ci sont surtout déterminées par la qualité et la

quantité des éléments nutritifs présents dans le milieu

de culture (MOREAU, 1953). Cependant, ces facteurs bio-

tiques restent très influencés par les facteurs abiotiques

(température, lumière, pH, etc ••• ).

2.5.1. MILIEUX DE CULTURES

Pour toutes les espèces fongiques, le choix

d'un milieu de culture dépend des exigences nutritionnelles

du champignon (NEERGARD, 1973). Pour les espèces d'Ascoch�to

spp., Le probLème se pose différemment puisqu'elles peuvent

se développer sur une Large gamme de milieux organiques,

minéraux ou semi-organiques. Cependant, la sporuLation que

nous nous proposons d'étudier varie d'un milieu à un autre.

Un certain nombre de miLieux couramment

utilisés en phytopathologie (milieu Malt, P_D.A_, Czapeck)

ainsi que celui mis au point par MATHUR et al_ (1950) pour

Le CoLLecocrlchum Llndemuchlonum, ont été utilisés.

La composition respective de chacun des

miLieu expérimentés est rappelée ci-dessous:

- �j1j�y_���j:9rg9�jgy� -

Peptone

Extrait de levure

Glucose

Mg S04 7H20
1!;J'2 !04 A�a_r­
Eau distiLLée

�j1j�Y_�9!bYr
1 .50 9

0.50 9

2.80 9

1 .23 9

20.00 9

1000 ml



- 38 -

MaLt

Extrait de MaLt ZO.o 9

ZO.O 9

1000 mL

GéLose

Eau distiLLée

�j!j!,!,l_!!lj!:,�!.ê! MiLieu Czapeck

Na N03 Z.O 9

KZ H P04 1 .0 9

KC L 0.5 9

Mg S04 7 HZO 0.5 9

Fe S04 7 HZO 30;0 9

Saccharose 15.0 9

Eau distiLLée 1000 mL

IL est préparé soit à partir du P.D.A. commer_

ci a L (DI FeO), soi t frâ� chement préparé en uti Lisant des pommes

de terre. Dans ce dernier cas, Z50g de pommade terre sont

épLuchées et mises à cui re dans 1 L d'eau disti LLée.

Au fi L t rat de cui sson récupéré est ajouté:

10 9 de Dextrose

ZO 9 de GéLose (Agar-Agar).

La stériLjsation s'effectue comme pour tous

Les autres miLieux, c'est-à-dire à L'autocLave régLée à

1Z0° pendant ZO minutes.
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2.5.2. EVALUATION DE LA CROISSANCE MYCELIENNE

ET DE LA SPORULATION

SeLon qu'iL s'agit d'une cuLture de champi­

gnon en miLieu soLide ou Liquide, L'appréciation de La crois­

sance mycéLienne est obtenue soit par La croissance Linéaire

de La coLonie soit par La mesure du poids sec. SeuLe La

première technique a été retenue o� L'estimation de La crois­

sance mycéLienne est aLors obtenue en appLiquant La formuLe

proposée par BOMPEIX (1972).

L =
D d

2

avec L = croissance mycéLienne
D = diamètre de La coLonie

d = diamètre de L'expLantat qui a servi

au repiquage

Pour mesurer La sporuLation du champignon,
L'évaLuation de La quantité de spor� est obtenue seLon La

technique utiLisée par BOMPEIX (1974). ELLe consiste à

hydroLyser La cuLture en ajoutant 5 mL d'acide acétique
N

5
et en maintenant L'ensembLe au bain-�arie bouiLLant pendant

30 minutes. La suspension contenant Les Pycnides est broyée

à L'aide d'un broyeur Virtix. Après fiLtration grossière

sur fiLtre nyLon (50 - 70 um) sous pression d'air (appareiL

type Sartorius), La quantité de spores par mL est évaLuée

à La ceLLuLe de MaLassez.
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2.5.3. TECHNIQUffi D'ETUDE DE LA GERMINATION

DES SPORES

L'étude de la germination des spore� premier

stade de développement des champignons, représente un préa­

lable à toute étude de la biologie d'un pathogène ou du

processus infectieux.

Au cours de nos recherches, la germination

des spores a été étudiée selon trois méthodes différentes

Celle-ci est réalisée selon la

technique décrite par COCHRANE (1958); ZARACOVITCH (1966),

RAPILLY (1968) et DJERBI (1978).

En pratique, la cellule type de VAN THIEGHEM

est réalisée avec une rondelle en plastique ou en verre, de

12 mm de diamètre et d'une hauteur de 15 mm collée sur une

lame porte-objet (Fig. 6 ). Pour obtenir une chambre rela-

tivement hermétique (afin de limiter l'évaporation) un

anneau de pâte à modeler sur lesquel est appliqué un peu

d' hui le de paraffi ne ou d'hu il e à i mmers i on, est utilisé.

Fig. 6: Dispositif de réalisation. d'une goutte pendante

pour l'étude de la germination Ln vLtro des spores.

-

-

. Il1 --+ l J

Couve rc le

Lame

Suspension de spores

Tube cylindrique
en verre (rondelle)

Lamelle
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suspension

dégraissée

La goutte pendante est réalisée à partir d'une

6
de spores (10 spores/ml) déposée sur une lamelle

afin d'éviter l'étalement de la goutte. La lamelle

est ensuite retournée avec précaution, pui s posée sur l' an-

ne au. L'ensemble du dispositif est incubé dans une enceinte

à humidité saturante.

Cette technique, initialement utili-

sée pour tester les fongicides (GATTANI, 1953), permet d'ob-

tenir une répartition plus homogène des spores. Elle consis-

te à utiliser des lames porte-objet sur lesquelles est étalée

une fine couche de milieu gélosé. Ces lames sont disposées

au préalable sur un support en verre à l'intérieur de boîtes

de Pétri en pyrex, puis l'ensemble est stérilisé au four

Pasteur. Le milieu est coulé aseptiquement sur la lame.

Après solidification, une goutte de suspension de spores

(106 spores/ml) est étalée et l'ensemble est mis à incuber.

- §�r_?���2r!_9�_S���2�b§��: Cette technique,légèrement

modifiée, a été déjà utilisée par RAPILLY et SKAJENNIKOFF,

(1974).

Fig. 7: Dispositif d'incubation du matériel végétal (folioles)

sur cellophane.

1 f •

J,

�
? �

-

f--
__ 1 --

,

Folioles

Elastique
Tube en verre

Cellophane

Couvercle

Niveau d'eau
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Une feuille de cellophane est disposée sur

un anneau de verre (Fig.7 ), l'ensemble est introduit

dans une enceinte à humidité saturante. Les bords du sup-

port en cellophane plongent dans l'eau, ce qui permet de

maintenir une certaine humidité au niveau de la suspension

de spores.

EXPRESSION DE LA GERMINATION

Selon les objectifs visés, les critères de

notation peuvent varier, mais d'une manière générale l'ex­

pression de la germination d'une suspension de spores est

donnée par le pourcentage de spores ayant germé pendant un

certain temps d'incubation.

La société américaine de phytopathologie

(1943) considère arbitrairement qu'une spores est germée

quand la longueur du tube germinatif dépasse la moitié du

petit diamètre de la spore.

Mais pour une meilleure appréciation de

l'activité physiologique de la spore, certains auteurs

(COCHRANE, 1958; MANNERS, 1966) considèrent également

l'importance de la croissance du tube germinatif.

A cet effet, dans l'étude de la germination

des spores de l'Ascochyta PLSL, nous avons retenu, comme

critère de notation, le pourcentage de spores ayant émis

un tube germinatif ainsi que la croissance de celui-ci au

cours du temps.
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2.6. ETUDE DE LA VARIABILITE DU POUVOIR

PATHOGENE DES Ascochyto spp.

Afin d'estimer La variabiLité du pouvoir
pathogène des isoLats d'Ascochyto pLsL ainsi que La spé­
cificité parasitaire des autres espèces d'Ascochyto spp

au niveau des Légumineuses, trois types d'expérimentation
ont été pratiqués.

2.6.1. METHODE D'APPROCHE POUR L'ETUDE

DE LA SPECIFICITE PARASITAIRE

Dans cette étude, nous avons procédé à des

inocuLations artificieLLes croisées sur pLantuLes obtenues

en serre (voir paragraphe 2.7.2.) seLon Le dispositif pré-

senté par La figure 8 Chacune des espèces: A. p i.s L,
A. pLnodes, A. pLnodeLLo, A. foboe, A. robLeL, A. LentLs,
A. phoseoLorum, A. vLcLoe et A. LothyrL est inocuLée sur

L'ensembLe des Légumineuses ci-dessous: (PLsum sotLvum,
VLCLO fObo, CLcer oretLnum, Lens cuLLnorLs, PhoseoLus

vuLgorLs, VLCLO SOtLvO et Lothyrus ochrus).

L'expérimentation porte sur deux terrines de
10 pLantes chacune, soit un totaL de 20 pLantes et La nota­

tion est exprimée par Le passage ou non du pathogène au

niveau des pLantuLes, c'est-à-dire s'iL y a ou non appa­

rition de symptômes typiques de La maLadie.
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Fig. 8: Dispositif expérimentaL pour Les inocuLations

croisées par Les différentes espèces d'Ascochyta spp.

sur Les différentes Légumineuses

I3lH113l
I3JH2[3J
[3JH313l
I3JH4[3J
I3lHSjgJ

Espèces d'Ascochyto PLantes hôtes Légumineuses

E1 A. p LS L H1 PLsum sotLvum

EZ A. pLnodes HZ VLcLa fobae

E3 A. pLnodeLLo H3 CLcer orLetLnum

E4 A. faboe H4 Lens cuLLnorLs

ES A. vLcLoe HS PhoseoLus vuLgorLs

E6 A. rab Le L H6 VLC La satLva

E7 A. phaseoLorum H7 Lathyrus ochrus

E8 A. LothyrL

E9 A. Len t i.s
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FLg. 9: Dispositif expérimentaL pour L'étude des races

physioLogiques d'Ascoch�tQ p Ls L.

11 IZ 13
Ci CZ C3 CA Cs C6 Cl CE Qi CiO
• • • • • • • • • •

• • • • • • • • •

•
• • · • • •

• • • • • • • • •

• • • • • • •

• • • •

• • • • • • •

• • • • • • •

• • • • • •

• • • • • • • •

14 I� 1",

l

IsoLats d'Ascoch�tQ pLsL

11 :A. p i.s L C B S ) 17: A.pLsLCALZN 4)

IZ:A.pLsL (CoLLo) r
S

: A. pLsLCTezier)

13 :A. p i.s i. (DP1Z) 19: A. pLsL(1 090S)

14:A.pLsL (MOU.) 110:A.pLsLCLG)
IS:A.pLsL (EAZy) 111 :A. pLsL(EKZ)
16:A.pLsL (GIR

CuLtivars utiLisés

C1:ArabaL
CZ: Cobri

C3:D.S.P.
C4: FINALE

CS:GUILLIVERT

C6:M.KeLvedon
C7:Rondo
CS:Starcovert
C9:Supcovert

C10:VitaLis
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2.6.2. METHODE DE DETECTION ET D'IDENTIFICATION

DES RACES PHYSIOLOGIQUES D'Ascochyta p�s�

Dans La pratique phytopathoLogique, La con'

naissance de La variabiLité potentieLLe d'un pathogène est

généraLement mise en évidence par La confrontation d'une

coLLection de Lignées de La pLante hôte avec une coLLection
de pathotypes du pathogène.

SeLon Les concepts étabLis par VAN DER PLANK

(1968), Les résuLtats de teLs tests, montrant La présence

d'une interaction différentieLLe de L'hôte avec Le pathogène,
caractérisent L'existence de races physioLogiques. Ce type

de démarche est iLLustré par Les nombreux exempLes rapportés

par KIRALY et aL. (1974).

Dans notre cas, La détermination des races

physioLogiques d'Ascochyta p�s� a été réaLisée seLon Les

modaLités définies par COUSIN (1972, 1984), HUBBELING (1972,
1984) et ALLARD (communication personneLLe, 1984).

Les 10 cuLtivars différentieLs de Pois,utiLisées par ces

auteurs, ont été inocuLées par Les 11 isoLats présentés

dans Le tabLeau2(tf. 2.2.1.1•

L'expérimentation est conduite seLon Le dis'

positif expérimentaL présenté par La figure 9
, dans Les

conditions déjà décrites au paragraphe 2.7.3.

2.6.3. ETUDE DE LA TRANSMISSION DE L'Ascochyto

p�s� EN FONCTION DU POUVOIR PATHOGENE

DES ISOLATS

La transmission du pathogène par La graine a

été testée sur deux cuLtivars de Pois, L'une sensibLe

(cuLtivarMerveiLLe de KeLvedon) et L'autre résistante
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(v a r i été fi na Le). Les 11 isoLats d'Ascochyto pLsL ont été

inocuLés au niveau des graines, seLon Les techniques opti­

maLes décrites au paragraphe 2.7.

2.7. TECHNIQUES D'INOCULATION ARTIFICIELLE

La réussite des infections artificieLLes sur

Les différents organes du Pois (PLsum socLvum) n'a pas tou­

jours été assurée. De nombreuses tentatives d'inocuLation

ont échoué sans en avoir pu identifier Les raisons. Ces

échecs nous ont amené à mettre au point différentes techni­

ques en fonction des exigences bioLogiques du champignon.

Les conditions de production et de prépara­
tion de L inocuLum ont été reLativement constantes au cours

de toutes nos inocuLations. En revanche, Les conditions

d'incubation après Les inocuLations ont été très variabLes

en fonction des exigences de L'expérimentation.

2.7.1. PRODUCTION DE L'INOCULUM

L'inocuLum est produit en bo;tes de Pétri

sur Le mi Lieu "Mathur" décrit précédemment (paragraphe

2.4.1.). Les boîtes ensemencées par un expLantat prove-

nant d'unecuLture bien sporuLée (présence de cirrhes pyc­

nidiens), sont ensuite incubées sous Lumière continue

et à La température ambiante du Laboratoire (18- à 22"C).

HabitueLLement, ces conditions permettent une

sporuLation importante après 7 à 10 jours.
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2.7.2. PREPARATION DE LA SUSPENSION D'INOCULUM

Pour toutes les inoculations artificielles.
l'inoculum est toujours constitué à partir d'une suspension
de spores n'ayant pas plus de 10 jours. Celle-ci est pré­
parée à partir des cirrhes pycnidiens qui sont dissouts dans

de l'eau distillée stérile. Pour faciliter la dispersion
des spores et obtenir une dilution homogène, une goutte de

TWEEN 20 est ajoutée. Cette suspension mère, très concentrée

en spores, est ensuite diluée afin d'obtenir une concentra-

6tion finale d'inoculation de l'ordre de 10 spores/ml.
Le comptage des spores est effectué à la cellule de Malassez.

L'âge de la culture du champignon et la con­

centration en spores de l'inoculum ont été déterminés à

partir de nos travaux (BOUZNAD (1976, 1978) et de ceux de

WALLEN (1957), BLACKEMAN (1967), COUSIN. (1978). ALI et al.,
(1978).

2.7.3. L'INOCULA_ION

Qu'il s'agisse de plantules entières. de

graines, d'épi cotyles, d'organes végétaux détachés (folioles,
entre-noeuds) et maintenus en survie, dans tous les cas,

l'inoculum est appliqué soit sous forme d'un nuage obtenu

avec un pulvériseur à piston ou à pistolet, soit déposé

ponctuellement sous forme de gouttelettes de spores à l'aide

d'une micropipette (5 à 10 �l). Cette dernière méthode a

été surtout utilisée pour les études en microscopie élec­

tronique, car elle permet de localiser exactement l'endroit

des inoculations. La méthode par pulvérisation a été essen-

tiellement pratiquée sur plantules entières cultivées en

terrines lors des tests destinés à apprécier le pouvoir

pathogène des inoculations croisées ou

les races physiologiques.

à mettre en évidence
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La contamination des graines est obtenue

par trempage pendant 15 à 20 minutes dans La suspension
de spores.

2.7.4. DISPOSITIfS EXPERIMENTAUX ET

CONDITIONS D'INCUBATION

Etant donné La diversité des procédés d'ino­

cuLation utiLisés dans ce travaiL, pour chaque type d'inocu­

Lation, nous précisons ci-dessous La quaLité du matérieL

végétaL, Le dispositif expérimentaL et Les conditions de

L'incubation.

Les pLantuLes sont produites, soit dans des

terrines rempLies de sabLe ou de terreau à raison de 10

rangées de 10 graines, soit dans des pots contenant 10

graines chacun.

Le premier dispositif (Fig.11) a été utiLi­

sé pour L'étude des races physioLogiques aLors que Le

second (Fig.12) concerne La spéciaLisation parasitaire des

AscochycQ ssp. sur Légumineuses.

Après inocuLation, Les terrines sont recou-

vertes d'un couvercLe transparent en pLexi gLace afin de

maintenir une hygrométrie saturante et d'éviter toute des-

sication. De pLus, des puLvérisations d'eau sont fréquem-
ment effectuées. Mprès 72 h, Les terrines reçoivent 4 à 5

nébuLisations par jour à raison d'un quart d'heure chacune,
et ceci pendant une douzaine de jours. En L'absence du

système automatique de nébuLisation, Les puLvérisations
d'eau journaLières sont effectuées manueLLement.



Fig. 11 : Présentation d'une cellule de serre chauffante montrant la disposition des plantules
en pots après inoculation (station de Pathologie végétale, Versailles)

Flg.12: Vue d'une autre cellule de serre climatisée équipée d'un dispositif
d'arrosage par nébulisation ( .. ) et d'un climatiseur (.). Serre de l'I.N.P.V.,
EL Harrach (Alger).

.

Fig. 13: Dispositif d'Inoculation artificielle. Il est,constitué par des boites en matière
plastique munies d'un couvercle ( � ); les plantules de Pois reposent
sur des supports constitués de tubes à hémolyse ( .. )

Fig. 14: Echelle de notation utllisée. Les chiffres de 0 à 5 correspondent à une importance
croissante des nécroses sur les tiges et les folioles ( ...)
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Dans ce cas, Le matérieL végétaL utiLisé est

généraLement cuLtivé en serre pour obtenir des foLioLes, des

s t i puLes ou des ent re- noeuds, ou en Laboratoi re pour La produc-
tion d'épicotyLes (cf. 2.1.2.). Dans ces conditions. L'ino-

cuLation consiste à déposer une goutte d'inocuLum (5 �L) sur Le

ma t
é

r i e t végétaL maintenu en survie (Fig.13 i , Ce disposi-
tif a été retenu pour L'étude de L'étabLissement des reLations

A

hote-parasite en microscopie éLectronique à baLayage et à

transmission. L'eau utiLisée pour Le maintien de La survie

du matérieL en condition hermétique permet d'éviter Le dessè­

chement de L'inocuLum durant Les 72 heures nécessaires à La

pénétration du pathogène.

Comme pour Les précédentes inocuLations,

L'étude de La transmission d'A. PLSL de La graine à La

pLante a été réaLisée au Laboratoire puis en serre. La

technique de contamination externe des graines retenue est

ceLLe décrite par RAYNAL (1972)pour Le CoLLecotrLchum

gossLpLL.

spores

Les graines immergées dans une suspension de

(106 s p o r e s z m l ) durant 15 minutes. sont ensuite

séchées à L'air Libre afin de permettre une meiLLeure adhé-

rence des spores sur Les graines. Puis eLLes sont semées

dans des terrines avec comme substrat de La vermicuLite ou

du terreau préaLabLement stéri Li sé L'humidité étant un

facteur déterminant pour Le déveLoppement de L'anthracnose

du Pois, toutes Les terrines sont arrosées avec La meme

quantité d'eau.

Avec cette méthode d'inocuLation, deux aspects

de La transmission d'AscochyLo pLSL par Les graines ont pu

etre abordés:
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- L'influence de la température et de la durée d'imbition

des graines sur la transmission du pathogène;

- Et l influence du pouvoir pathogène des isolats et de

la sensibilité ou de la résistance de l'hôte sur le

degré de transmission du champignon.

Afin d'étudier l'action du froid sur la

conservation de l'inoculum au niveau de la graine, des

graines naturellement contaminées, ont été immergées pendant
des temps variables dans de l'azote liquide, puis incubées

sur milieu de culture selon les règles internationales d'es­

sai s de semences (ISTA, 1976).

2.7.5. NOTATIONS UTILISEES POUR QUANTIFIER

L'EXPRESSION DU POUVOIR PATHOGENE

ET LA TRANSMISSION PAR LA GRAINE

Pour caractéri ser le pouvoi r pathogène d'un

champignon et estimer l'importance de l'attaque, les nota­

tions adoptées varient en fonction des types de symptbmes.

En ce qui concerne les maladies à anthracnoses

sur les parties aériennes du végétal, différents auteurs ont

proposé des systèmes d'évaluation de l'attaque basés sur dif­

férentes échelles de notations (WALLEN, 1957; BANNEROT, 1965;

COUSIN, 1972; RAYNAL, 1972; VIR et GREWAL, 1974; SINGH et al.

1981) •

Dans notre cas, nous avons retenu celle allant

de 0 à 5 couramment utilisée dans l'étude de l'anthracnose du

Pois causée par A. pLSL. (Fig. 14).
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Cet t e é che l le, bas é e sur l" a p par i t ion et

l'importance des nécroses au niveau des entre-noeuds, est

définie comme suit:

o immunité totale;
1 rares tiches petites et très localisées;

2 assez nombreuses tëches sur tiges bien localisées

la plante survit toujours;

3 assez nombreuses taches nécrotiquesavec des zones

d'accroissement visibles et plus ou moins coales­

centes; la plante survit rarement;

4 nombreuses taches étendues sur l'ensemble de la tige

avec important flétrissement des feuilles; la plante

meurt fréquemment;

5 infection généralisée, les plantes sont mortes à la

notation.

A partir de ces notations, l'intensité de la

maladie (= pouvoir pathogène) est évaluée en calculant l'in-

dice d'attaque tel

(DIMOND et al.

(1981).

qu'il a été proposé pour d'autres maladies

1952 RAYNAL, 1972 et EL SAMRA et al.,

Cet indice s'obtient comme suit:

� des degrés d'attaque
Nbre total de plantules

Cs Coefficient de sensibilité

Ceci permet d'apprécier quantitativement

l'attaque et d'exprimer globalement le niveau de sensibi­

lité ou de résistance de la plante.
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Pour estimer l'importance de la transmission

du champignon par la graine, l'intensité de l'attaque au

niveau des plantules n'a pas été retenue. On lui a préféré
le nombre de plants présentant des nécroses dues au pathogène

inoculé ainsi que les graines n'ayant pas levé par rapport

au témoin.

Enfin, pour certaines inoculations réalisées

au laboratoire (épicotylesou folioles maintenus en survie),

seule la réussite ou l'échec de l'infection a été prise en

considération. En ce qui concerne les inoculations ponc-

tuelles destinées à l'étude du processus infectieux (ne

dépassant pas 48 h.), en microscopie photonique ou en M.E.B.,

les notations ont porté sur la germination des spores ainsi

que sur les modalités de la pénètration du champignon, avec

ou sans format i on d' appressori um.

2.8. ETUDE DES RELATIONS HOTE-PARASITE EN

MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE (M.E.B.)

2.8.1. PRELEVEMENT DES TISSUS

Dans tous les cas et quelle que soit la

technique de M.E.B. utilisée, les échantillons sont soit

de petits carrés de folioles de 2 mm de côté� soit de

petits cylindres de 2mm de longueur prélevés dans des

entre-noeuds ou desépicotyles de jeunes plantules de Pois.

Le prélèvement s'effectue toujours à l'endroit o
ù la

suspension de spores a été préalablement déposée.

Deux types de matériel végétal ont toujours
été utilisés: le sensible avec les cultivars"Merveille de

Kelvedon" et "Frisson" et le résistant avec les cultivars

Il est à noter que dans de nombreux
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cas, nous avons procédé à des inocuLations d'entre-noeuds à

différents stades de déveLoppement des pLantuLes.

Deux méthodes de préparation du matérieL ont

été utiLisées: technique du point critique et cryo·scanning.

Z.8.Z. PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL

PAR LE POINT CRITIQUE

C'est La technique de M.E.B. couramment

utilisée et décrite par d'autres auteurs (HAYAT ,1974;
GUILLAUMIN, 1980; READ et aL., 1983).

Après une fixation cLassique (cf.9 2.9.1.)

Le matérieL est déshydraté par une série d'aLcooL éthyLique
de degré croissant, jusqu'à L'aLcooL absoLu. Les pi

è

c e s

sont ensuite pLongées dans une soLution d'acétate d'iso·

amyLe et séchées dans L'appareiL à point critique, en

utilisant du COZ comme Liquide de substitution.

Le principe de La technique repose sur Les

Loi s ph ys i q u es d ' é qui Lib r e de ce r t a i n s gaz et L i qui des.

La réaLisation du point critique consiste à rempLacer

L'eau ceLLuLaire des échanti LLons bioLogiques par un gaz

(COZ) à L'aide de différents bains de substitution (ALcooL,

AmyLacétate, Acétone). L'étape Acétone· COZ se fait dans

une enceinte où Le contrôle de La température (31°C) et de

La pression (72,9 atm.) sont déterminantes pour avoir Le

minimum possibLe de modifications morphoLogiquesdes échantiL­

Lons.

Après cette opération, Les échantiLLons

subissent une métaLLisation puis iLs sont observés à L'aide

d'un M.E.B. type 07 CAMECA.
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2.8.3. PREPARATION DU MATERIEL POUR UNE

OBSERVATION EN "CRYO-SCANNING"

Le matériel destiné à être observé en

"cryo-scanning" ne subit aucune fixation chimique au préa­

lable. Les conditions d'observations sont celles définies par

TESSIER et BER IER(1979).

Les échantillons prélevés, collés sur les

supports porte-objets à l'aide d'une pâte d'argile

(KAOLINITE), sont ensuite fixés sur le bras porte-objet du

microscope

liquide).

et plongés

Après 10 à

dans un liquide réfrigérant (Fréon

15 s. de refroidissement, l'ensemble

est introduit dans le microscope où une mince couche d'or

( 20 flm d' é p ais s e ur) est va p 0 ris ée sur les é cha n t i l l 0 n s

(: métalOsation). L'objet est ensuite amené dans la colon-

ne du microscope où il est déposé sur le plateau d'orientation

(goniomètre) •

- 80cC.

La température de l'enceinte est maintenue à

L'appareil utilisé est un JEOL JSM 35 équipé
en CRYO-SCAN, auquel est incorporé un appareil photographi­

que de 120 mm pour la prise de vue.

2.9. METHODES ET TECHNIQUES D'ETUDE DES RELATIONS

HOTE-PARASITE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A

TRANSMISSION (M. E. T.)

Une recherche bibliographique sur les métho­

des de préparation du matériel biologique pour une étude en

M.E.T. a montré que les méthodes de fixation généralement

pratiquées sont aussi variées que les échantillons à étudier,
et qu'elles sont fonction des objectifs visés. Elles varient

souvent d'un chercheur à un autre et dépenaem généralement
des routines des laboratoires, voire même des chercheurs.
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Partant de ces considérations et des exigen­

ces techniques de chaque étape,afin de garantir Le résuLtat

finaL, des essais préLiminaires sur tissus sains ont été

réaLisés afin de déterminer: L'osmoLarité finaLe du fixa­

teur,Le choix du tampon (phosphate ou cacodyLate) et certains

paramètres teLLes que La durée et La température de chaque

étape. A L'issue de ces essais, Les protocoLes suivants

ont été retenus.

2.9.1. TECHNIQUE D'ETUDE CYTOLOGIQUE

Pour L'étude cytoLogique, La technique de La

doubLe fixation gLutaraLdéhyde-postosmié,préconisée par

SABATINI et aL. (1963), a été adaptée à notre matérieL bio­

Logique (P�sum sat�vum, tissus infectés ou non).

- PLl�f!)'<!.Ir!9tJ
Les échantiLLons préLevés sont préfixés pen­

dant 3 h. à La température de La gLace fondante dans une

soLution de gLutaraLd�hyde 6% dans du tampon cacodyLate 0,1M,

pH 7,2 , additionné de saccharose 0,4 M.

L'osmoLarité finaLe de cette soLution voisine

de 420 m. osm. correspond à ceLLe conseiLLée par HICKEY et

COFFEY (1977) et à ceLLe de L'extrait de Pois mesurée par

osmomètre. ELLe provoque une Légère hypertonie qui s'est

avérée tout à fait satisfaisante pour Les tissus de Pois

étudiés.

Afin de permettre une bonne pén�tration du

fixateur, Le premier quart d'heure de La préfixation est

réaLisé sous-vide. Le reste de La fixation est fait à La

pression atmosphérique après changement du fixateur.
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Après la préfixation, les échantillons sont

rincés quatre fois dans le même vecteur (tampon cacodylate,
pH : 7,2 � saccharose 0,4 M) pendant 1S mn.

Après rinçage, les pièces sont post-fixées

durant 2 h. dans une solution de tétroxyde d'osmium à 2 %

dans le même tampon cacodylate 0,1 M pH 7,2 additionné de

saccharose 0,4 M.

Les échantillons sont ensuite soigneusement

rinçés dans 4 bains de 1S mn chacun dans une solution de

saccharose à 0,4 M.

Etape non obligatoire, mais utilisée par

certains auteurs (HAYAT, 1970). Elle consiste à faire un pre­

mie� contraste des pièces sur bloc, par une solution aqueu-

se d'acétate d'urany� à la concentration de 2 % dans de l'eau.

Elle a lieu à l'obscurité totale et à la température ambiante

du laboratoire pendant 45 mn.

Cette dernière étape est suivie d'un rinçage

soigneux à l'eau distillée filtrée à raison de 4 bains de

15 mn. chacun.

Après fixation, les échantillons sont déshydra­
tés par des bains de 30 mn chacun dans une série croissante

d'éthanol: 50°, 70°, 95° et 100°.

La substitution est ensuite réalisée par des

mélanges progressifs d'éthanol et d'oxyde de propylène dans

les proportions 3/4, 1/2, 1/4 et 3 bains d'oxyde de propylène

pu r. Ces bains durent 15 mn chacun.
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Enfin, avant L'incLusion dans de La résine

pUre (KIT DURCUPAN), seLon La technique proposée par GLAUERT

(1958), Les échantiLLons subissent une imprégnation progres­

sive par La résine seLon un schéma sembLabLe à ceLui décrit

pOur La substitution: 3/4 d'oxyde de propyLène � 1/4 de

résine, 1/2 d'oxyde de propyLène � 1/2 de résine, 1/4

d'oxyde de propyLène � 3/4 de résine et enfin 3 bains sous

vide dans de La résine pure.

La durée des bains de méLange varient entre

12 et 24h., tandis que ceux dans La résine pure ne durent

qU'une heure.

L'incLusion �oprement dite des échantiLLons

dans des géLuLes ou en bLoc pLat, se fait en deux étapes:

d'abord durant 12h à 45°C puis 72 h à 60°C.

La taiLLe préaLabLe des bLocs est faite au

pyramitome LKB ou à main Levée. La recherche des zones

intéressantes pour L'observation en M.E.T. est faite sur

coupes semi-fines de 1 �m d'épaisseur obtenues à L'uLtra­

microtome LKB (III ou IV) coLorées par une soLution de bLeu de

toLuidine(TRUMPF et aL.1961)ou de paragon (in AMEZIANE, 1981).

Les coupes uLtra-fines sont obtenues avec Les

mêmes uLtra-microtomes, en utiLisant couramment des couteaux

en verre sur LesqueLs des cuvettes ont été confectionnées.

Pour des bLocs pLus difficiLes, un couteau en diamant a été

ut i Lis é.

Les coupes séLectionnées d'après Leur couLeur

(jaune et bLancgris), sont récupérées sur des griLLes en

cuivre ou en or de 100 à 200 mèches, et recouvertes au préa­
LabLe d'un fiLm de formvar ou de coLLodion.



- 59 -

D'une façon générale les coupes sont d'abord

contrastées à l'acétate d'uranyle 0,5% (15mn); puis après

séchage, par une solution de citrate de plomb durant 7 à 9mn

(REYNOLDS, 1963). Ces opérations sont effectuées par flot­

tai son des gri l les à l'abri de la lumi ère pour l'acétate

d'uranyle et à l'abri du CO2 atmosphérique (en présence de

Na OH) pour le citrate de plomb.

Les grilles a�nsi préparées ont été observées

dans deux laboratoires: à l'I.N.A. d'El-Harrach (Alger)
avec un HITACHI HU 12 A et au laboratoire de Cytologie

Expérimentale et Morphogenèse végétales (PARIS VI) avec un

microscope Philips EM 301 S.

2.9.2. ETUDES CYTOCHIMIQUES ET CYTOENZYMOLOGIQUES

Au cours de nos observations ultrastructurales,

certains aspects structuraux ont été mis en évidence. Afin de

préciser quelques aspects biochimiques de ces structures appa­

rues au cours du processus infectieux provoqué par A. pLsL

chez le Pois, des recherches cytochimiques et cytoenzymologiques

ont été réalisées.

A cet effet, quelques techniques spécifiques

largement utilisées ont été mises en oeuvre. Nous rappelle­
rons donc le principe général des différentes techniques

employées et la procédure de préparation des échantillons.

La recherche des polysaccharides sur coupes

ultrafines en microscopie électronique à transmission peut

être réalisée par un test cytochimique (P.A.T.Ag) mis au point

par THIERY (1967) et appliqué aux tissus végétaux par ROLAND

(1970).
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Il dérive de la réaction histochimique classique connue sous

le nom de P.A.S. (Periodic Acid Schiff).

Le principe du P.A.T.Ag repose sur la possi­

bilité d'oxydation sélective par l'acide periodique des fonc­

tions vic-glycol présentes sur les chaines polysaccharidiques.

Cette oxydation libère des fonctions aldéhydes qui peuvent

être visualisées par l'intermédiaire de la thiocarbohydrazi­

de et du protéinate d'argent.

Dans les études ultrastructurales des relations

hôte-pathogène, la caractérisation des structures de nature

polysaccharidique par le test P.A.T.Ag a été souvent utilisée

(ROLAND, 1974; DELON, 1975; SALLE, 1975; HICKEY et COFFEY,

1978; MOURICHON et SALLE, 1981; DURAND et SALLE, 1981).

Ces tests sont donc réalisés sur du matériel

préparé de la même façon que celui utilisé pour les études

cytologiques (§ 2.9.1.) avec une seule différence: les

coupes ultrafines sont récupérées sur des grilles en or,

métal non attaquable par les réactifs.

Les préparations(coupes) subissent les traite-

ments suivants:

1. Oxydation pendant 30 mn par l'acide periodique
à 1 % dans de l'eau distillée;

2. Lavages soigneux à l'eau distillée: 2 lavages

rapides et 3 lavages de 10 mn chacun;

3. Traitement par une solution de thiocarbohydrazide
à 0,2% dans de l'acide acétique à 20 % pendant 48h.

4. Rinçages dans des bains d'acide acétique de concen­

tration décroissante (20%, 5%) puis dans de l'eau

distillée;
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S. Traitement par une solution de protéinate d'argent

à 1% dans l'eau distillée. La réaction dure 12 h.

à l'obscurité et à la température ambiante du

laboratoi re;

6. Rinçage des préparations à l'eau distillée, puis

séchage.

L'observation des coupes au microscope élec­

tronique est réalisée sans aucun contraste supPlémentaire.

Il est important de noter que ce genre de recher­

che cytochimique nécessite des témoins qui sont constitués

par du matériel n'ayant pas subi de traitement par la solu-

tion de thiocarbohydrazide ou l'oxydation ménagée.

Depuis la mise au point par GRAHAM et KARNOWSKY

(1966) d'une méthode de détection et de localisation des pero­

xydases en microscopie électronique, de nombreux travaux ont été

réalisés sur tissus végétaux CPOUX, 1969, 1970, 1974; CZANINSKI

et CATESSON, 1970 et 1972, NOUGAREDE et al., 1967; BROSSARD,
1973).

Cette réaction cytoenzymologique repose sur la

spécificité de la diamino-benzidine CD.A.B.) qui, utilisée

comme substrat avec H202, se transforme en présence de l'en­

zyme en un polymère stable, dense aux électrons.

Comme pour la plupart des recherches cyto­

enzymologiques, la démarche générale reste identique: le

matériel végétal subit une pré-fixation par le glutaraldé­

hyde, une incubation dans le substrat de l'enzyme et une

post- fixation osmique. Par la suite, les échantillons

sont soumis aux traitements classiques de la fixation:
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déshydratation, substitution, imprégnation et enfin incLusion

dans de La résine pure.

Mais dans Le détaiL, La bibLiographie nous a

permis de constater que Les conditions de dérouLement du test

(osmoLarité, pH, tampon, durées des Lavages), peuvent varier

seLon Les auteurs, en fonction du matérieL bioLogique et des

objectifs poursuivis. Dans notre cas, et en L'absence de

données précises spécifiques à notre matérieL, nous avons

suivi La méthode généraLe, tout en adaptant notre matérieL

aux conditions précédemment définies (cf. 2.9.1.). En ce qui
concerne Les paramètres du miLieu d'incubation, nous nous

sommes inspirés des résuLtats obtenus par certains auteurs

Lors de travaux réaLisés sur Les reLations hôte-parasite

(DELON, 1974; BOISSIERE, 1978; COULOMB et COULOMB, 1984;
COULOMB et aL., 1985).

Les échantiLLons passent par une préfixation

cLassique dans Le méLange gLutaraLdéhyde-vecteur (cf.2.9.1)

toujours à froid afin d'éviter une diffusion de L'enzyme
(PEREZ RODRIGUEZ et CATESSON, 1982). Les échantiLLons sont

ensuite Lavés dans une soLution de saccharose à 10 % durant

La nuit (GRAHAM et KARNOWSKY, 1966; POUX, 1969; DELON, 1974;

BOISSIERE, 1978, PEREZ RODRIGUEZ et CATESSON, 1982). Après

rinçage, Les échanti LLons sont incubés dans Le mi Lieu rete-

nu par MENGHDEN (1975) et COULOMB et COULOMB (1984):

Diamino-Benzidine (D.A.B.) 10 mg

H202 à 1 % (fraichement diLuée) •••••••••••• 0,2 mL

Tampon acétate 0,05 M pH 5,0 10 mL

Sac cha r os e 5 % . 0,7 g
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L'incubation est réalisée durant 1 h sous

vide partiel à l'obscurité et à une température de 37°C.

Les témoins sont constitués par des lots n'ayant pas H202
dans leur mi lieu d'incubation. Après rinçage des échanti l >

lons par 4 bains de tampon de 15 mn chacun, les échantillons

subissent les mêmes traitements que ceux décrits pour la

recherche des polysaccharides, jusqu'à l'inclusion dans la

résine.

La mise en évidence de l'activité phosphati­
que acide par la technique classique de GOMORI,est définie

par les propriétés chimiques de la réaction de l'enzyme.
En milieu acide, l'hydrolyse des esters phosphatés entraîne

la libération d'ions phosphate selon la réaction chimique
décrite par POUX (1974).

P 0

1
R - 0 - P - OH + H - OH - R - OH t H - 0 - P - OH

OH OH

où R est un radical organique

Cet ion phosphate en présence de plomb

apporté dans le milieu de GOMORI sous forme de nitrate

(Pb N03), donne un composé stable dense aux électrons qui

permet de révéler, en microscopie électronique, la présence

Ln sLtu de l'enzyme.
la façon suivante:

La réaction peut être schématisée de
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Acide

Acide phosphorique
+ ALcooLate de Na

(gLycéroL)
;? - gLycérophosphate + H20

Phosphatase

acide phosphorique + Pb N03 Phosphate de Pb+HN03

Dans La pratique, Les spécimens préaLabLement
fixés par Le méLange gLutaraLdéhyde - vecteur (cf. peroxydase),
sont Lavés durant 24 h par pLusieurs bains dans Le même tampon

que ceLui utiLisé pour La fixation. Après ce Lavage soigneux,
Les pièces sont incubées dans Le miLieu de GOMORI préparé

extemporanément

suivante:

dont La composition est La

� - gLycérophosphate de Na ••••••••••••••••• 10 mg

Nitrate de _Lomb ••••••••••••••••••••••••••••• ,12 mg

Tampon phosphate 0,05 M pH 5,0 10 mL

Pour favoriser La pénétration du substrat,
L'incubation dans Le miLieu de GOMORI a été réaLisée en

deux temps (POUX, 1970): d'abord à froid durant une nuit,
dans Le réfrigérateur (3 - 4°C); puis à chaud (37°C)

pendant 45 mn.

Toujours pour La même raison (pénètration),
Les échantiLLons sont redécoupés en pièces pLus petites
avant d'être incubés.

Après des' Lavages dans de L'eau saccharosée,
Le traitement des pièces est poursuivi seLon Les techniques

habitueLLes, jusqu'à L'incLusion dans La résine.



- 65 -

Ici, Les témoins sont constitués par des

pièces incubées dans Le miLieu de GOMORI dépourvu de substrat

( -gLycérophosphate de Na); Le reste des traitements demeure

inchangé.

Parmi Les enzymes oxydatives, Les poLyphénoL­

oxydases (� phénoLase, tyrosinase, dopa-oxydase), qui cataLysent

L'oxydation aérobie de certains phénoLs, ont été Largement rappor­

tées (FRIES, 1976; MARTYN et aL., 1979; GOODMAN et aL., 1986).

Leur intervention dans La formation de La nécrose a été

fréquemment démontrée. L'accumuLation de composés phénoLi-

ques dans Les tissus de Pois attaqués par L'anthracnose

signaLée par HEATH et WOOD (1971), nous a incité à recher-

cher Ln sL�u ce type de substances.

En cytochimie uLtrastructuraLe, La LocaLisation

de L'activité phénoLasique est basée sur La visuaLisation du

produit finaL de La réaction, entre Le substrat constitué par

Le 3,4 DihydroxyphényLaLanine (DOPA) et son enzyme, en présen-

ce d'oxygène. Le produit finaL de nature méLanique insoLubLe

(BROSSARD, 1973) est très dense aux éLectrons.

Nous avons donc utiLisé La technique décrite

par NOVIKOFF �l. (1968) qui a été adaptée à L'origine
aux végétaux par CZANINSKI et CATESSON (1972), puis reprise

par d'autres auteurs (BROSSARD, 1973; MULLER et BECKMAN,

1978; MARTYN et aL. (1979).

Comme pour Les précédentes recherches cyto­

enzymatiques, Les échantiLLons subissent une préfixation

par Le -m
é

l an q e gLutaraLdéhyde-vecteur.
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Les échanti LLons sont ensuite Lavés durant

une nuit dans un tampon cacodyLate 0,2 M à pH 7,2 avec du

saccharose 5%.

suivant:

Puis iLs sont incubés dans Le méLange

DihydroxyphényLaLanine CD.O.P.A.) 50 mg

Tampon phosphate pH 7 0,05 M ...•••.•.•....•..• 10 mL

GLu c os e •••••••••••.•••••.••••••••••••••••••••• 5 %

Comme pour La phosphatase acide, Les tissus

sont d'abord mis à incuber au réfrigérateur C3 - 4°C) pen-

dant une nuit, puis à 37°C durant 1 h. De même, Le Lot de

pièces constituant Le témoin, est incubé dans Le même miLieu

dépourvu de substrat CD.O.P.A.).

Le reste de La procédure menant à L'incLu­

sion des pièces est identique à ceLLe décriœ pour Les

précédents tests cytochimiques.
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3_ RESULTATS ET DISCUSSION

3 • 1. P RI N C l PAL E SES P E CES D' As c 0 c h y tas pp. IDE N TIF l E E S

SUR LEGUMINEUSES EN ALGERIE

Avant d'aborder Le sujet proprement dit de

notre étude sur L'anthracnose du Pois causée par A. pLsL,
nous avons estimé nécessaire de faire Le point sur Le pro­

bLèmedes anthracnoses sur Légumineuses en ALgérie.

Cette synthèse prend en compte nos observations personneLLes

(BOUZNAD, 1976, 1978 et 1983) ainsi que ceLLes concernant

certains aspects particuLiers de La maLadie rapportés dans

des mémoires d'ingénieurs quenous avons dirigés (LOUNIS,

1982; MOHAMMEDI, 1983; DJAOUI, 1986; ZAATRI, 19871.

3.1.1. RECENSEMENT DES ESPECES FONGIQUES ISOLEES

Pois: PLsum sacLvum

Les trois principaLes espèces causant L'an­

thracnose du Pois (JONES, 1927) ont été couramment isoLées

en ALgérie depuis 1975, à partir de pLusieurs cuLtivars

- A. pLsL Lib.: Caractéristique par Les symptômes qu'eLLe

provoque notamment au niveau des gousses (Fig.15 ), cette

espèce est de Loin La pLus fréquente dans nos cuLtures et

c'est eLLe qui cause Le pLus de dégâts. L'anaLyse de pLu­

sieurs Lots de semences produits en ALgérie (BOUZNAD, 1976)

a montré jusqu'à 50% de contamination.

- A. pLnodes JONES: Bien que moins répandue, cette espèce

peut provoquer des dégâts pLus importants quand Le temps est

humide. ELLe se distingue de La première, par des tdches



Fig. 15; Symptômes typiques de l'attaque des différents organes du Pois (folioles, tiges et

gousses) par Ascocllytapis/. Les nécroses présentent un halo central clair et un

pourtour très foncé ( ..... ), les pycnides sont visibles au centre des nécroses.

Fig. 16; Symptômes des attaques par Ascocllytaplncœs sur folioles de Pois. Dans ce ces, les
nécroses sont foncées ( ..... J et ne montrent pas de pycnides.

Fig. 17; Nécroses d'anthracnose ( ..... J sur graines de Pois, consécutives il des attaques
par les trois espèces d'Ascocllyta (A. plSI; A. plncœs et A. plnodilla J. A droite de
la figure, aspect d'un lot de graines saines.



 



Figs. 18 a et b : Symptômes d'attaque des différents organes de Pois chiche par
l'anthracnose due à AscocllyttJ rfJbiei. 18 a, attaques sur tige de Jeunes
plantules ( -- ); 18 b, attaques tardives sur tiges et sur gousses,
avec des pycnides disposées concentriquement.

Fig. 19: Gousse de haricot (*) avec une nécrose circulaire importante <_) à partir de
laquelle 8 été isolé l' AscocllyttJplltJse%rum = PllomtJ exigue. Les petites flèches
indiquent des pycnides sous-épidermiques

Fig. 20 : Graine de haricot (*) du cultlv8l' "Contender" il IJ6I"tlr de laquelle a été isolée par
la méthode d'Agar-test, l'espèce Ascœllyte pifIfKiJs. La flèche blanche
montre des pycnides avec cirrhes disposées en llgne sur le milieu de culture; cette

disposition est typique de l'espèce.
�-�-�----



 



Fig. 21 : teches nécrotiques d'anthracnose sur folioles de fève ( __ ) à partir des quelles
deux espéces d' Asax'/Jy�aont été isolées: A. pinotiJ//o et A. fobœ.

Fig. 22: Gousses de fèves montrant des nécroses d'anthracnose (fléches blancha;) à paritr
desquelles une seule espéce a été isolée: A. fobtJ8

Fig. 23: Symptômes d'attaques ( --) par A. foboe obtenus après inoculation artificielle des
grai nes de fèves ( )

fig. 24: Aspect général des symtômes d'enthrecnœe sur les différents organes d'une ges;e
spontanée (--).

Fig. 25: Détail des taches nécrotiques circulaires sur une gousse de Ges8a. Les nécroses
sont caractérisées par un halo central clair et un pourtour très foncé ( -- ).La
petite fléche, Indique les pycnides au centre du helo.

Figs. 26 et 27: Symptômes d'enthroonose causés par Asœchyto/entis sur culture de
lentilles. Les attaques sont caractérisées par un blanchissement prononcé
de la zone nécrotique sur folioles ( --) et sur tige ( �).

Figs. 28 et 29 : Symptômes typiques d'anthr�nose sur folioles et tiges de vesces causés par
Ascœ/J,Yto vicioe. Les nécroses sont très comparables à celles de l'A. pisi:
halo central clair avec pycnides ( - ) et pourtour très foncé ( --).



'
......
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plus foncées; dans nos conditions climatiques habituelles,
la formation de pycnides est beaucoup moins visible (Fig.16).

- A. pLnodeLLo JONES = Cette espèce est beaucoup moins

fréquente que les deux précédentes au niveau du feuillage
et des gousses; elle attaque surtout le collet des plan­

tules.

Ces trois espèces ont été également isolées à

partir d'un lot de semences de Pois fourrager du cultivar

"Sefrou", fortement attaqué (Fig. 17). Ce cultivar est l'un

des plus cultivé dans le pays.

Très fréquemment, les analyses réalisées sur

des lots de semences produits en Algérie ou importés (Angle­

terre, France, Hollande), ont montré de forts taux de conta­

mination par l'une de ces trois espèces, (BOUZNAD, 1976;

SAHNOUN, 1977; BOUZNAD et al., 1982; LOUNIS, 1982). Ce

probléme des semences non contrôlées est à l'origine de la

généralisation de cette maladie au niveau de toutes les

régions de culture du Pois en Algérie.

Pois chiche = CLcer orLecLnum L.

Si pour la précédente culture l' identifi cation

des agents responsables de l'anthracnose ne pose pas de dif­

ficulté majeure, au niveau du Pois chiche, le problème est

différent, surtout lorsque les attaques sont localisées au

niveau des tiges et du collet. En effet, d'autres espèces
à pycnides qui ne sont pas habituellement responsables de

cette maladie ont été isolées et identifiées à partir de

ces organes (DJAOUI, 1986).
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- Ascoch�to robLeL (Pass.) Labr.:

Agent commun de l'anthracnose du Pois chiche,
c'est l'espèce la plus fréquente et celle qui cause le plus
de dégâts sur la culture. Les symptômes avec des fructifi-

cations disposées concentriquement, sont très caractéris­

tiques de cette espèces sur tiges, feuilles et gousses

(Fig.18).

L'anthracnose du Pois chiche qui a déjà fait

l'objet d'un programme de sélection variétale par LAUMONT

et CHEVASSUS (1956), avait disparu, ou était en situation

endémique, pendant plus d'une vingtaine d'années. Ma i s

depuis ces dernières années, les cultures ont recommencé à

être sérieusement menacées par cette maladie. Actuellement,
de nouveaux travaux de recherche sur l'amélioration généti-

que sont entrepris avec la collaboration de l'Institut

Technique des Grandes Cultures (I.T.G.C.).

- Ascoch�ta pLnodeLLa JONES �

Cette espèce isolée et identifiée à partir
de plusieurs échantillons provenant de différentes régions

d'Algérie, reste peu signalée par les auteurs sur cette

culture. Elle a surtout été isolée à partir des tiges

principales et de la région souterraine du collet.

Haricot: PhaseoLus vuLgorLs L.

Normalement, cette culture est fréquemment
attaquée par le CoLLetotrLchum LLndemuthLanum (Sace. et

Magn.) Bri. et Cav., véritable agent de l'anthracnose.

Mais en Algérie cette espèce signalée par le passé, a disparu

de nos cultures. En effe� les nombreux échantillons de

l'herbier phytopathologique de l'I.N.A. (Alger) avaient

été récoltés en 1956.
--- ----_-_--._--_... ----.
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Des prospections effectuées par EMANOUILLIDIS

de 1970 à 1976 et par nous-même de 1975 à 1987, n'ont pas

mis en évidence cet agent pathogène, tant dans Les cuLtures

que dans Les anaLyses de semences. Par contre, nous avons

isoLé d'autres champignons à pycnides, non signaLés par

EMMANOUILLIDIS (1976).

- Ascochyto p�nodes JONES

Cette espèce a été détectée en 1982 Lors d'une

anaLyse sanitaire d'un Lot de semences de Haricots du cuLtivar

"Contender" provenant d'Annaba (Fig. 20). Non signaLée sur

Haricot dans La bibLiographie, L'apparition de La forme par-

faite type MycosphoereLLo p�nodes, a faciLité son identifi-

cation par ALLARD (Communication personneLLe).

- Ascochyto phoseoLorum SACCo = Ph omo eXLguo BOEREMA

Cette espèce a été isoLée d'une gousse de

Haricot dont La nécrose présentait des pycnides (Fig. 19).

L'échantiLLon avait été préLevé sur Le marché d'EL-Harrach,

en 1981.

- Ascochyto p�nodeLLo JONES=

ELLe a été isoLée à partir du même Lot de

semences que ceLui ayant servi à L'isoLement de A. p�nodes.
Son identification peut être contestée dans La mesure où

eLLe ne possède pas de forme parfaite. Néanmoins, nous

avons identifié tous Les autres caractères qui La rapprochent

de A. p i.n o o e Lt.c .

Fève = V�c�o fobo L.

- Ascochyto foboe SPERG.

Beaucoup moins connue en ALgérie par Les pro­

ducteurs, L'importance économique de cette espèce et sa
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transmission par Les semences ont été étabLies par EMMANOUILLIDIS

(1976). Nous L'avons isoLée pour La première fois en 1981 à

partir d'un échantiLLon de gousses (Fig. 22) préLevé sur un

marché LocaL d'ALger (EL-ANASSER). Par La suite, eLLe a été

observée dans Les cuLtures en pLein champ, dans certaines

régions de L'Oranie (Sidi-BeL Abbès), du centre (EL Khemis,

I.N.A. EL-Harrach) et de L'Est (CoLLo).

- Ascochyca pLnodeLLa JONES

Cette espèce a été isoLée pLusieurs fois, notamment à partir
de Lots de semences provenant de L'I.D.G.C. en 1983. Cette

même espèce a été obtenue à partir de pLants de fèves présentant
des nécroses au niveau du coLLet et des feuiLLes (Fig� 21 et 23).

La transmission par Les semences n'est pas signaLée par Les auteurs

et n'est pas répertoriée dans Les index de L'Association Inter­

nationaLe d'Essais de Semences (I.S.T.A.)(RICHARDSON, 1979,
1981 et 1983).

Enfin, nous signaLons que d'autres espèces se

rapprochant d'Ascochyto pLnodeLLa JONES, mais différentes par

L'aspect cuLturaL, ont été isoLées à partir de cette cuLture;

eLLes n'ont pas pu être déterminées.

Gesse = Lathyrus o c h r u s , L. c i.n q i.c o riu s et L. o r-c i.c u i.o c u s

- Ascochyta LathyrL TRAIL

Cette espèce a été aussi isoLée pour\la

première fois dans Le pays en 1981, à partir de nécroses

sur tiges présentant des pycnides; L'échantiLLon provenait
du LittoraL Est d ALger (Figuier). 0 autres attaques ont été

observées à L'I.N.A. (EL-Harrach) sur Lachyrus cLngLcanus et

dans La région de CoLLo sur L cLngLcanus et L arcLcuLacus

(Fig. 24).
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LentiLLe = Lens cuLLnorLs MEDIK

Ascochyto LencLs BOND. et VASS.

IL s'agit de L'unique espèce sur LentiLLe que

nous ayons pu isoLer et identifier en ALgérie (Figs 26, 27).

Cette première détection en ALgérie a été réaLi­

sée en AvriL 1986 au cours d'une prospection effectuée dans La

station expérimentaLe de L'I.T.G.C. à Sidi BeL Abbès.

Des attaques assez importantes ont été obser­

vées dans pLusieurs parceLLes destinées à des essais de com­

portement variétaL. Par aiLLeurs, L'isoLement de cette même

espèce à partir d'un Lot de semences provenant de ces parceLLes

attaquées, confirme La transmission de ce pathogène par Les

semences, mise en évidence par KAISER et HANNAN (1982). PLus

récemment encore, ces mêmes dégâts ont été observés dans

d'autres essais à Tiaret.

Vesce = VLcLo sotLvo L.

- Ascochyto vLcLoe Lib.

SignaLée déjà en 1925 en ALgérie (Herbier

PhytopathoLogique de L'I.N.A. EL-Harrach), nous avons isoLé

pour La première fois cette espèce en ALgérie en 1981 à

partir d'une cuLture spontanée de Vesce, poussant dans Le

Nord constantinois (CoLLo). Par La suite, des attaques

sévères par cette même espèce, ont été observées dans des

cuLtures de Vesces fourragères dans pLusieurs autres régions

du pays: domaine autogéré sur Le LittoraL Ouest d'ALger

(BOU ISMAIL en 1984), ferme piLote de L'I.N.A. (La même année),

station expérimentaLe I.T.G.C. de Sidi-BeL-Abbès (1986) et

récemment en AvriL 1988 dans La région de Tiaret.

Les symptômes montrés par Les Figures 28 et 29

sont très anaLogues à ceux de L'A. pLsL.
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ETAT RECAPITULATIF DES PRINCIPALES ESPECES D'Ascoch�ta sSP.
ISOLEES POUR LA PREMIERE FOIS EN ALGERIE A PARTIR DES
LEGUMINEUSES CULTIVEES ET SPONTANEES

TabL. 6

ESPECES

HOTES
AGENT PATHOGENE

ORGANE
D'ISOLEMENT

•

DATE ET UEU DE
RECOLTE DU 1er

ECHANTILLON

"Pois=
PLsum satLvum

A.pLsL
A.pLnodes
A.pLnodeLLa "

Tous Les organes

Pois A.pLsL Semences

Fourrager A.pLnodes
A.pLnodeLLa

Haricot= A.phaseoLorum Gousses
PhaseoLus A.pLnodes Semences

vuLgarLs A.pLnodeLLa Semences

Pois Chiche=
A.rabLeL Tiges,

C Lcer arLe-
A.pLnodeLLa

Gousses
tLnum Tiges

Fève A.fabae Gousses
=

VLcLa faba A.pLnodeLLa Sem.,Tiges,FeuiL.
A. sp Gousses

LentHLe= A.LentLs Tiges
Lens cuLLnarLs Feui L Les

Vesce = Tiges
VLcLa satLva A. vLcLae Feui L Les

Gous ses

Gesce=

Lath�rus sp.
Lathyrus artL­
cuLatus

A.Lath�rL
A.pLnodeLLa
A. sp.

Ti ges
Ti ges gousses

1 DGC (Si ège)
1983

1981 (EL-Harrach)
1982(Annaba)
1982(Annaba)

1984(Sidi B.Abbes)
1983(Sidi B.Abbes)

1981 (EL ANASSER)
1983(IDGC,O.Smar)
1982,1987 (CoLLa)

1986(Sidi B.Abbes)

1981 (CoL La)

1981 (Fi gui er)
1987 (CoLLa)



Fig. 30: Carte d'ALgérie indiquant Les Lieux d'isoLement

des espèces d'Ascoch�to
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Nous rappelons que pour l'identification de

cette espèce, nous avons eu recours aux descriptions faites

par BOEREMA (1979).

3.1.2. DISCUSSION

Le tableau 6 récapitule les principales

espèces d'Ascochyco spp., identifiées sur les Légumineuses

cultivées ou spontanées en Algérie. Etant donné que pour

la plupart d'entre-elles, il s'agit d un premier isolement,

l'organe végétal à partir duquel il a été isolé, la date et

le lieu de prélèvement ou de provenance de l'échantillon

ont été mentionnés dans ce tableau et ce, pour chaque plante

hôte.

Ce travail d'identification constitue la

première étude exhaustive réalisée en Algérie sur les anthrac-

noses. Elle a permis de recenser les Ascochyco spp. présentes

sur les Légumineuses en Algérie. La présence de certaines

espèces, même à l'état spontané montre que cette région
constitue une zone favorable de qispersion de ce groupe de

champignonsà l'échelle du bassin méditerranéen.

La distribution de ces espèces fongiques au

niveau des plantes hôtes, permet de distinguer deux groupes

d'Ascochyco spp. D'une part, des espèces que l'on n'a

isolé et identifié qu'à partir d'un seul hôte, telles que

A. p Ls i. sur PLsum s o c Lv urn , A, toboe sur VLcLo r ob o A.

LencLs sur Lens dutLnorLs, A, robLeL sur CLcer arLecLnum

A. v i.c Lo e sur VLcLo s o c Lv o , A. t.o c nur-L sur plusieurs

espèces de Lochyrus (L. ochrus, L cLngLconus et L. orcLcuLocus) .

D'autre part, les espèces comme A. pLnodes et

A. pLnodeLLo qui ont été isolées à partir de plusieurs plantes
hôtes: PLsum socLvum CLcer arLécLnum, PhoseoLus vuLgorLs,
VLcLo tobo et PLsum orvense.
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Si pour la plupart de ces espèces la trans­

mission par les semences est bien établie (RICHARDSON, 1979,

1981 et 1983), le cas de A. pLnodes isolé pour la première

fois à partir de semences de Haricot (PhoseoLus vuLgorLs),

n'a pas été signalé par cet auteur. Il faut noter cependant

que précédemment PUNITHALINGAM et HOLLIDAY (1972) ont con­

sidéré le Haricot comme pouvant être une plante hôte de l'A.

pLnodes, sans indiquer son mode de transmission.

A travers cette présentation, il apparaît

que la majorité des espèces d'AscOChyto spp.constituent un

groupe d'agents pathogènes très importants et que les

altérations nécrotiques sur les différents organes (feuilles,

tiges et gousses) sont comparables. Cette observation a justi-

fié la nécessité d'étudier leurs caractères morphologiques

et ontogéniques ainsi que la spécialisation parasitaire de

ce groupe des Sphaeropsidales afin de tenter d'éclaircir une

systématique assez confuse.
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3.2. CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE ET ONTOGENIQUE DES

Ascochyta sp� ISOLES A PARTIR DES LEGUMINEUSES

3.2.1. VARIATIONS MORPHOLOGIQUES ET CULTURALES

La comparaison entre les différentes espèces

a porté sur les dimensions des spores, la taille des pycnides,

ainsi que l'aspect cultural de la croissance des colonies en

milieu artificiel.

3.2. 1 .1. DI M EN S l ON SET T Y P E S DES P 0 RES

La forme générale des spores du genre Ascochyta

étant de type cylindrique, la longueur et le diamètre des coni-

dies ont été retenus comme critères de mensuration. Pour met-

tre en évidence d'éventuelles différences entre les espèces

étudiées, les dimensions des spores ont été regroupées en

classes selon LAMOTTE (1967). Pour chaque type de mesure,

l'espèce est définie par la classe qui correspond au pourcen­

tage de spores le plus élevé.

L'arrangement des différentes classes ainsi obte­

nues est représenté graphiquement par les histogrammes des

figures 31 et 32. Enabscisses, sont représentées les classes

de longueur des spores (Fi g. 31) ou de di amèt re (Fi g.32 );

en ordonnées les espèces fongiques sont définies par le pourcen­

tage le plus élevé de la classe considérée.

L'examen de ces histogrammesfait ressortir 4

principales classes de longueur respectivement 4,5; 7,6; 11,14

et 16 jJm. Les deux classes ayant des spores de petite taille

(longueur inférieure à 8 jJrril regroupent les espèces A.phaseoLorum,

A. rabLeL et A. o i.n o de Lt.o • Les deux autres classes

ont des spores de taille relativement plus grande dont la longueur
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Fig. 31: Répartition graphique des souches d'AscochycQ spp.

seLon différentes cLasses de Longueur de spores
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fig. 32: Répartition des souches d'Ascochyta spp.seLon
différentes cLassesde diamètre des spores
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est supérieure ou égaLe à 11 !-lm. (A. p i.n o o e s , A. LothyrL,
A. p i.s L, A. v i.c Lo e , A. LentLs et A. foboel.

En ce qui concerne Le diamètre des spores,

L'histogramme de La figure32, permet de distinguer cette

fois-ci trois cLasses principaLes réparties comme suit:

Une première cLasse à spores de diamètre inférieur à

3,0 !-lm (A. phoseoLorum, A. pLnodeLLo et A. r-cb i.e Lr :

Une deuxième cLasse à sporesde diamètre moyen voisin

de 4,0 /Lm (A. p Ls i, et A. p t.noo e s i ,

Enfin une troisième cLasse à spores de diamètre nette­

ment pLus grand, supérieur à 5 /Lm et pouvant dépasser

Les 7,0 /Lm (A. t.o c nur-L, A. v i.c i.o e , A. LentLs et A. f ob o e ) ,

En ce qui concerne Le type de spores,- Les

Ascochyto spP. sont considérées comme des champignons à

spores biceLLuLaires(figs 34 à 42). En réaLité, certaines

espèces peuvent avoir une forte proportion de spores mono­

ceLLuLaires, d'autres au contraire, ont des spores triceL­

LuLai res (deux c Loi sons) ou pLus rarement quadri ceL LuLai res

(trois cLoisons); pour ces deux derniérs cas Les fréquences

sont très faibLes.

Le tabLeau 7 résume Les observations faites

sur Les principaux caractères morphoLogiques des différentes

espèces d'Ascochyto considérées. Les espèces à spores de

petite tai LLe (A. pLnodeLLo, A. r-o b Le L et A. phoseoLorum)

présentent surtout des spores monoceLLuLaires. Par contre,

Le groupe d'espèces à spores pLus grandes(A. foboe, A. LentLs,

A. v l.c l.o c , A. LothyrL, A. p i.s L, A. p i.no d e s ) ont essentieLLe­

ment des spores biceLLuLaires, avec des cas de spores pLuri­

ceLLuLaires.



Fig. 34: Pycnidiospores d'Ascoc/lyto pisi. Les flèches indiquent la cloison centrale
pour celles qui sont bicellulaires.

Fig. 35: Pycnidlospores d /Iscoc/lyto fentis; présence de deux types de conidies: celles qui
sont bicellulaires ont une seule cloison centrale ( -), quelques unes sont
tr tœlluletres (*) ont deux cloisons.

Figs. 36 et 37 : Deux formes de spores d'A�yt8 pinodes. La figure 36 présente des
pycnidiospores essentiellemenent bicellulalre� - ) avec une seule
cloison; la figure 37 montre des ascospores ( _) à l'intérieur d'un
asque ( �).

Fig. 38: Pycnldiospores d'une espèce de P/lomo sp. Isolée à partir du Pois; la majorité sont
monocellulaires légèrement pointues aux deux extrémités (*), quelques unes sont
blcellulaires avec une cloison centrale ( - )

Fig. 39: Pycnldiospores d'Ascœ/lyto fot/lyr;; la plupart sont bicellulaires avec une cloison
centrale ( -)

Fig. 40: Pycnidiospores d'Ascoc/lytof8b8e; la majorité sont bicellulaire ( - ), quelques
unes peuvent être trlcellulal� (*) avec deux cloisons.

Fig. 41 : Pycnldiospores d'Ascochyta rabiei. Cette espèce est caractérisée par beaucoup de
conidies monocellulaires de taille très variable (.); quelques unes de taille plus
grande sont bicellulalres.

.

Fig. 42: Pycnidiospores d'Ascœ/lyto vi ci ae Elles sont de forme et de taille pl,us homogénes
et essentiellement blcellulalrès-(-).
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3.2.1.2. ASPECT CULTURAL DE LA CROISSANCE

DES COLONIES

Pour l'identification des Ascochyta sur Légumi­

neuses, en particulier, on fait souvent appel à d'autres

caractères tels que l'aspect cultural. Au cours de nos

isolements pratiqués à partir des différents organes des

plantes cultivées (feuilles, tiges, gousses et graines),

nous avons retenu ce critère pour identifier les isolats.

L'aspect général de la colonie est déterminé

par la couleur des pycnides (claire ou sombre),par celle du

cirrhe (blanc ou rose), par la présence ou l'absence de

chlamydospores et par le type de mycélium (hyalin ou brun).

Notons que sur milieu Mathur, la couleur foncée des colonies

peut être nettement atténuée par l'obscurité. Ceci nous a

amené à réaliser les isolements de ce groupe de champignons

en pré 5 e n c e de lu mi ère. Les var i a t ion s de t 0 u s ces cri t ère s

ont été regroupés dans le tableau 7 •

Trois groupes peuvent être ainsi distingués:

Les colonies assez claires, blanc à rose-pâle, caracté­

risent les espèces de grande tai lle (A. fabae, A. t.o n c i.s et

A. o i.s Lr ;

La couleur vert olive de la colonie et l'abondance de

chlamydospores, caractérisent surtout A. pLnodeLLa et à un

moindre degré A. vLcLae.

Enfin, les espèces dont la couleur de la colonie se

situe entre les deux premières et qui constituent un groupe assez

hétérogène (A. o i.nc o e s , A. Lath\JrL et A. r-o b Le i. i ,



Tableau 7 CARACTERES MORPHOLOGIQUE� DES ESPECES
d'Ascochyta sp OBTENUffi SUR MILIEU MATHUR

CARACTERES
SPORES MONO­
CELLULAIRES

SPORES BI- SPORES PLURI­
CELLULAIRES CELLULAIRES

OSTIOLE CHL'MYOOSPORE ASPECT CULTURAL

Ascochyto pi...sL

A. v i.c i.oe Ht +

P A Ro s e
ï

c t r r h e rose)

P P Brun vert (couche
blanche)

P P Vert(cirrhe bLanc)

P P BrunCcirrhe rose)

P P Vert(cirrhe rose} ()O
N

P P Vert(cirrhe rosE')

P P Brun(cirrhe rose)

P A Marron cL air

P A Brun

P P Ve rt

P P Ve rt

H+ +

A. p i.n o d e s +++

A. p Lno o e Lt.o (Pois) H+ t

A. foooe Ht

A. t.e oc Ls ttt +

A. Lothyrl. + H+ +

A. phoseoLorum +++

A. r-ob i.e L +++ +

A. pLnodeLLo (fève) ++ H+

A. pl.nodeLLo
Pois-chiche

++ ++

LEGENDES: P :. Présence
A :: Absence

+++ :: Majorité

++ :: Beaucoup
+ e, Pe u

NégligeabLe
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3.2.1.3. DIMENSIONS ET STRUCTURE MORPHOLOGIQUE

DES PYCNIDES

Dans cette étude, nous avons retenu comme

critère éventuel de reconnaissance des espèces l'appareil

sporifère des Ascochyca spp.tla pycnide.

- DIMENSIONS DES PYCNIDES

Les résultats présentés dans le tableau 8

ainsi que les histogrammes correspondants (Fig. 43 l, montrent

une grande variation intra et interspécifiques des dimensions

des pycnides. Généralement, les espèces à grandes spores

telles que A. fobae, A. vLcLoe et A. pLsL, ont des pycnides

de grandes dimensions (143 à 300 �ml. Par contre, les espèces

à petites spores telles que A. pLnodeLLo, A. rabLeL et A.

phoseoLorum ont plutôt des pycnides de dimensions assez ré­

duites (63 �m à 103 �ml •

. MORPHOLOGIE GENERALE DE LA PYCNIDE

Pour la plupart des champignons du groupe

des Sphaeropsidales, les caractères morphologiques externes et ceux

de l'appareil sporifère peuvent faciliter l'identifica-

t ion.

Extérieurement, toutes les espèces étudiées

présentent des pycnides véritables pourvues d'un ostiole,

plus ou moins bien différencié, par lequel s'échappent à

maturité les conidies. Celles-ci sont contenues dans un

muci lage visqueux (cirrhel dont la couleur varie d'une

espèce à l'autre (cf. tableau 7)
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Fig. 43: Répartition graphique des souches d'Ascochyca sp

seLon Les cLasses de diamètre des pycnides
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TabLeau 8: Mensurations des spores et des pycnides d'Ascochyco spp.

étudiées CmiLieu Mathur).

LONGUEURCf1m) DIAMETRE C!-Lm) TAILLE PYCNIDE

S 0 U C H E

RANGEE MOYENNE RANGEE MOYENNE RANGEECll''TI) MOYENNEC/L'll)

Ascochyto pLSL CCOLLO) 8,75-16,25 11 ,85 2,5 . 5 3,85 78-175,5 134,62

Ascochyco pLSL CA L 2 N�4) 7,5 - 15 11,37 3,75- 6,25 4,32 117-195 149,44

Ascochyto pLnodes CD.P.) 7,5 -16,25 10,35 2,5 - 5 3,32 85,8 234 174,51

Ascochyco phoseoLurum 3,75-7,5 5,17 2,5-3,75 2,52 58,5-109,2 75,19

Ascochyco s. p.1 CHar.1l 5-11,15 8,0 2,5-5 3,45 58,5-175,5 115,12
ClI'

Astochyco s.p.5CLathyri) 7,5 - 1 2,5 9,47 2,5-5 4,32 62,4-195 114,66
Vt

Ascochyco s.p.6CFève IDGC3) 6,25-10 7,65 2,5-5,5 3,05 78,0-214,5 136,34

Ascochyco foboe CS OU. ) 15-20 17;20 3,5- 5 4,97 105,3-331,5 236,96

Ascochyco s.p. 7 CVesce) 15-20 14,57 7,5 4,05 156,0-312 219,2

Ascochyto pLnodeLLoCANNABA)3,75-7,5 5,4 3,75 0,6 58,5- 97,5 80,96

Ascochyco robLeL 3,75-7,5 5,67 2-3,75 1,56 42,9-109,2 61,77

Ascochyco LencLsCS.B.A.) 14,5-20,5 5,0 3,70- 6,37 4,71 135,8-285,4 204,7



- 86 -

3_2.2. ETUDE DE L'ONTOGENIE DES CONIDIES

3.2.2.1. ETUDE EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE

Les préparations routinières permettant

L'identification des espèces d'Ascochyco, n'apportent pas

toujours assez de détaiLs, ni sur L'organisation interne

de La pycnide, ni sur Le mode de formation des conidies.

En revanche, Les observations effectuées sur coupes semi

fines obtenues à partir du matérieL fongique fixé et incLu

dans �e La résine permettent de préciser ces aspects.

Les figures 45 à 51, montrent que L'organisa­
tion généraLe des pycnides est assez identique pour toutes

Les espèces considérées. La paroi pseudo-parenchymateuse de

La pycnide est constituée Le pLus souvent de deux à trois

assises ceLLuLaires superposées. La forme des ceLLuLes Les

constituant est très variabLe au sein d'une même espèce.

Au niveau de L'assise La pLus interne, Les

ceLLuLes sporogènes sont en coupe de forme généraLement

poLyhédrique, montrant à Leur sommet une extension pLus ou

moins grande, orientée vers La Lumière de La pycnide. IL

s'agit des conidies en cours de formation (Fig. 46) ou sur

Le point de se détacher (Figs 47 et 51).

A cette écheLLe, Le mode de formation des

conidies du type phiaLidique ou anneLLidique décrit pour

certains Hyphomycètes n'est pas faciLement identifiabLe

pour aucune des espèces étudiées. SeuLe chez L'espèce A.

pLSL (Fig. 45a\, iL est mis en évidence une étape impor­
tante de L'initiation de La première conidie, qui pourrait
représenter Le type phiaLidique.



Fig, 44 : Initiation de la formation d'une pycnlde chez Ascœllyto pisi, La formation du
stroma (Smy) résult@el'enchevêtrement de plusieurs hyphes mvcèllens
(-),

fig, 45 8 :Portion d'une paroi de pycnlde d'As.,..cocllyto pisi (P pyc) avec deux cellules
conidiogènes (Cc), La zone de réfringence ( �) montre le détachement de la
couche pariétale qui précède la formation de la future conidie;
elle est caractéristique du type entéroblestlque,

Fig, 45 b : Coupe transversale passant par l'ostiole d'une pycnide ( �) d'Ascœllytopisi
Les cellules de la paroi pycnidienne (_..) sont en continuité avec celles du col
de l'appareil sporifère. constituant ainsi un véritable ostiole,

Fig, 46: Aspect de la paroi pycnidlenne (P pyc) chez AscœIIyto vici/Je, Ce stade plus avancé
du fonctionnement des différentes cellules conidiogènes (Cc). permet de
distinguer. soit des conidies (Co) détachées. soit des conidies encore attachées,

Fig, 47 : Paroi d'une pycnlde (Ppyc) d'A.sm;IIytapisi montrant deux
cellules conldiogènes (Cc),

Fig, 48: Aspect général en photonique de la paroi pycnidlenne (Ppyc) chez Ascocllyta lentis
Les cellules conidiogènes (Cc) et les conidies (Co) sont coupées longitudinalement
ou transversalement.

Fig, 49 : Mêmes observations chez AscœIIyto rab/tJÎ

fig, 50 : Mêmes observations chez AscœIItyolotllyri

fig, 51 : Mêmes observations chez Ascocllyto pinoœllo; la flèche blanche Indique une

cellule conidiogène avec une conidie sur le point de se déta,c h er

---�------ ---------_--
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R E s u M E

Le travail mené sur les anthracnoses a permis d'identifier

les principales espèces d' As c o c hu c o inféodées aux légumineuses cultivées

et spontanées en Algérie.

La caractérisation morphologique et culturale a confirmé

leur hétérogénéité rrarquée et la confusion qui a souvent régné au sein de

ce groupe de pathogènes. Par l'analyse des mécanismes ultrastructuraux de

la conidiogenèse, il a été observé un mode de formation ontogénique du type

phialidique, comparable à celui observé chez le genre Ph a ma.

L'aspect systématique des As cac h y ta a été ccanplété
par une étude de la spécialisation parasitaire; en dehors de l' As co c h y ta

P i, n 0 des et A. P L nad e LLo les autres espèces ont montré une nette

spécificité à l'égard de leur hôte d'origine.

Dans la partie consacrée à l'anthracnose du Pois causée

par A. p i, s l.. Lib., l'étude des exigences biologiques et du pouvoir

pathogène du champignon a permis de définir les conditions de transmission

de la maladie ainsi que la variabilité génétique des isolats.

Les relations hôte-parasite ont été ensuite abordées chez

un phénotype sensible et un résistant. A l'aide de la M.E.B., les aspects
du processus de germination des conidies et de la pénétration de l'hôte ont

été précisés, en relation avec la morphologie extérieure des cultivars et

la présence des cires cuticulaires. Les évènements ultrastructuraux inter­

venus après la pénétration, jusqu'à la formation de la nécrose, ont montré

des différences entre les interactions compatibles et incompatibles. La

nature cytochimique de certains métabolites secrétés par la plante
ou le pathogène a été discutée.

Mots clés

- Anthracnoses, légumineuses,
- As cachy ta ssp. systématique, ontogénie,
- P. s o c i.v urn , A. p i.s L , pouvoir pathogène,

spécificité parasitaire,
- Relations hôte-parasite, interactions compatible et

incompatible
- Ultrastructure, cytochimie.
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On observe que la paroi de la cellule conidio­

gène est repoussée par la croissance de la future conidie.

Cette figure pourrait faire penser à la définition tradi­

tionnelle de la phialide o� les parois de la cellule coni­

diogène ne participent pas à la formation de la paroi de

la conidie. Ce mode caractérise la définition d'une conidie

née de manière entéroblastique. Mais nous restons encore

prudent à ce stade d'observation, avant d'avoir abordé le

processus au niveau ultrastructural.

Le recours à la microscopie électronique

pour préciser davantage certains détails des modifications

intervenus au niveau du conidiophore s'avère nécessaire.

Ceci est d autant plus nécessaire qu'au niveau des Sphaeropsi­

dales, la conidiogenèse a été beaucoup moins étudiée que chez

les Hyphomycètes.

3.2.2.2. ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE LA CONIDIOGENESE

L'étude de la conidiogenèse a été approfondie

sur les principales espèces d'Ascochyca précédemment étudiées

(A. tabae, l'.. p l.s i., fl t.e nt.Ls A. v Lc i.o , A. pLnodes, A.

pLnodeLLa, A. t.o cnu r-L et A. r ob Le L) •

- DESCRIPTION DE LA PAROI PYCNIDIENNE

Deux types de cellules sont identifiables au

niveau de la paroi pseudoparenchymateuse de la pycnide des

espèces Ascoch\jta étudiées (Voir étude morphologique précé-
demment présentée). Dans tous les cas étudiés, l'assise

cellulaire externe, continue et assez homogène,délimite la
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cavité rigide de La pycnide (Figs52 à 56). ELLe est à L'ori-

gine d'une à trois assises successives de ceLLuLes,

Leur nombre peut varier d'une pycnide à L'autre et d'un

endroit à L'autre au sein d'une même pycnide (Fig.52 ).

Ces ceLLuLes composant La paroi de La pycnide

sont de forme et de taiLLe très différentes. La paroi de La

pycnide provient de L'enchevêtrement mycéLien pour former Le

stroma pycnidien (Fig.44 ). Au cours de La maturation de

L'appareiL sporifère, iL y a formation de L'ouverture natureL"

Le, L'ostioLe (Fig.45b). A L'intérieur, une Lyse probabLe des

ceLLuLes centraLes aboutit à La formation d'une cavité où

s'accumuLent Les conidies.

Les couches de ceLLuLes Les pLus externes

présententune forte vacuoLisation qui augmente de L'inté·

rieur vers L'extérieur; Les organites ceLLuLaires sont beau"

coup moins nombreux. Ces ceLLuLes montrant des signes de

dégénérescence, jouent pLutôt un rôLe de support pour Les

ceLLuLes conidiogènes.

Au niveau de L'assise ceLLuLaire La pLus

interne de La paroi de La pycnide, Les ceLLuLes conidiogè·

nes sont morphoLogiquement différentes de celLes consti"

tuant Les couches pariétaLes de La pycnide (Figs 54 et 55).

Indépendamment des espèces, eLLes sont Le pLus souvent

poLyédriques confirmant ainsi nos observations en photonique.
ELLes sont Le Lieu d'une forte activité comme en témoigne La

présence de nombreux organites ceLLuLaires et particuLière"

ment de mi tochondri es (Fi gs 57 et 60 ). C'est au niveau de

cette assise ceLLuLaire très active, qu'a Lieu La conidio"

genèse chez Les Ascochyto et d'une manière généraLe chez La

pLupart des SphaeropsidaLes.



Fig. 52 : Aspect ultrastructural de la paroi pycnidlenne chez Ascœllytapisi. La paroi est

composée de deux types cellulaires: 1 à 2 couches de cellules composant la paroi
proprement dite de la pycnide (Ppyc) indiquées par l'astérix (*) sont de forme
allongée et souvent fortement vacuolisées. La couche la plus interne ast constituée
par les cellules conldiogènes (Cc) de forme polyédrique.

Fig. 53 : Aspect ultrastructural de la paroi pycnidienne (Ppyc) chez Ascœllyta pincœ//a.
Dans ce cas, le nombre de couches la composant est plus grand (Jusqu'à quatre).

Fig. 54 : Aspect ultrastructural de la paroi pycnidienne (Ppyc) chez AscœIiyta ftlbat9.
Même remarque que pour la figure précédente, mais dans ce cas le nombre de
cellules conidiogènes (Cc) est plus élevé.

Fig. 55 : Aspect ultrastructural de la pero1 pycn1dienne (Ppyc) chez AscœIIyta /atllyri.

Fig. 56 : Aspect ultrastructural de la paroi pycnidienne (Ppyc) chez AscœIlytapinor:JJs. Ce
stade ne met pas en évidence les cellules conldlogènes précédement observées,
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- FONCTIONNEMENT DU SYSTEME CONIDIOGENE

La naissance d'une conidie à partir des ceL­

LuLes conidiogèn� est sensibLement identique pour toutes

Les espèces d'Ascoch�eo_ Nous reconnaissons pLusieurs

étapes dans Le processus de formation des conidies_

INITIATION ET FORMATION DE LA PREMIERE CONIDIE

Cette étape importante dans La caractérisa­

tion du type ontogénique pour une espèce donnée, n'a pu

ê t r e 0 b s e r v é e de fa ç 0 n t r ès é vi den te. Né a n moi n s, L '
0 b se r v a­

tion de La figure 57 obtenue dans Le cas d'A. pLnodeLLo

montre Le début de La conidiogenèse. Cette initiation sembLe

commencer par une rupture d'un côté de La paroi de La ceLLuLe

conidiogène; on remarque assez nettement une Lyse des dif­

férentes couches pariétaLes qui doit aboutir à un détache-

ment d'une portion de La paroi. Le pLus souvent, cette der-

ni ère reste attachée comme Le montre Les fi gures 60 à 62.

Ce processus précise et confirme Les observa­

tions déjà faites en photonique sur A. pLSL Lib. (Fig. 45Q).

FORMATION SUCCESSIVE DES AUTRES CONIDIES

Un grand nombre d'observations effectuées sur

pLusieurs isoLats d'une même espèce et sur des espèces dif­

férentes, ont permis d'observer La formation répétée de

pLusieurs conidies à partir d'une même ceLLuLe conidiogène.

Nous avons déduit ce type de fonctionnement ontogénique par

La présence au niveau du Locus de formation des conidies, de

st ru c t ure s Lam e L Lai r e s (F i g .5 get 6 Dl ). e nom b r e des t rat e s

correspondrait à ceLui des conidies détachées.



Fig. 57: Détail d'une cellule conidiogène (Cc) d'AsmYIyto pinrxJ911o. La cellule n'a pas
produit encore de conidies comme l'indique le potnt de rupture (-) de la couche
pariétale. La présence de nombreuses mitochondries (M) témoin d'une
forte activité cellulaire.

Fig. 58 : Aspect d'une autre cellule conidiogène (Cc) chez la même espèce A. pfnrxJ9110.
L'épaississement du col de la phialide (Cph) indique Qu'il y a eu production de
plusieurs conidies.

Fig. 59: Aspect ultrastructural d'une cellule conidiogène (Cc) chez AsmYItye pisi ,

typiquement phia1idiQue. Le col phtelldlque (Cph) est caractérisé par
la formation successive de plusieurs strates (- ) correspondant au nombre de
conidies formées. Noter la présence d'un noyau (N) et de plusieurs

m t t o c hondries (M).

Fig. 60: Cellule conidiogène (Cc) d'un autre isolat d'A. pisf . On retrouve
les mêmes aspects Que sur la figure précédente. Noter les restes ( ..... ) de la
couche pariétale de la cellule conidiogène (Cc) Qui se sont formés lors du
détachement de la première conidie.

Fig.61: Aspect d'une autre cellule conidiogène (Cc) de la même espèce avec un col
phialidiQue (Cph) moins caractéristique que les deux précédents.

Fig. 62: Aspect ultrastructural d'une cellule conidiogène (Cc) d'Asmillyto lotllyri. Col
phialidique (Cph) très épais, auquel sont attachés des deux côtés les restes des
couches pariétales (Cp) de la cellule conidiogène fortement vacuolisée.
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Ce type de structure largement décrit par

les auteurs (ROQUE9ERT, 1976, 1977, 1982; COLE et SAMSON,

1979; MINTER, 1982; KENDRICK, 1971), répond à la définition

du type ontogénique phialidique. Ce mode de formation

phialidique est confirmé par le fait que le conidiophore

(phialide dans ce cas) ne présente aucune croissance après

le détachement des conidies. De même,aucune annellation

superposée n'a été observée au niveau de la cellule conidio-

gène.

De plus, on a déjà montré que la première

conidie est entéroblastique; les forts grossissements des

observations précédentes au niveau du col des phialides

(Fig.59 e r so ) montrent qu'il n'y a pas de continuité entre

les couches externes de la cellule conidiogène et la paroi

de la cmnidie.Au contraire,à chaque fois les couches parié­

tales internes de la cellule conidiogène se prolongent autour

de la spore.

Tous ces caractères de formation de la conidie

nous permettent de considérer que la conidiogenèse chez les

espèces Ascoch�ta étudiées est du type phialidique.

DETACHEMENT DES CONIDIES

Les étapes de cloisonnement entraînant le dé­

tachement des conidies sont illustrées par les figures 63à70

Souven� la libération de la conidie est provoquée par l'ini­

tiation de la suivante(Fig.69). Il appara;t que dans tous

les cas et pour toutes les espèces, la conidie semble être

détachée avant même d'avoir atteint sa maturité. C'est le cas

pour la majorité des espèces à conidies bicellulaires où les



Fig. 63 : Aspect de deux cellules conidiogènes (Cc) chez Ascœ/iyta fooae avec des conidies
sur le point de se détacher ( _ ). la conidie entièrement visible est
monocellulaire et uni nucléée.

Fig. 64: Détail montrant notamment la zone de rupture ( .. ) et la richesse en

mitochondries (M) de la cellule conidiogène (Cc).

Fig. 65: Conidie d'A�vto pisi encore attachée à la cellule conidiogène.
(Cc) Celle-ci est monocellulaire alors que les conidies détachées sont
bicellulaires.

Fig. 66: Détail de la figure précèdente. la flèche blanche souligne le niveau de détachement
de la conidie. Noter les restes de la couche pariétale ( - ) et le col phialidique
(Cph)

Fig. 67 à 69: Aspect de plusieurs cellules conidiogènes
montrant les conidies qui leur sont encore attachées;

à ce stade les conidies sont toujours uninuclées� Ces

observations obtenues par le test PATAg, indiquent

l'organisation et la nature polysaccharidique des

différentes couches pariétales.

Fig. 70: Détail du col phialidique <Cphl ainsi que

de la zone de rupture < _ 1 qui va permett re à la

conidie de se détacher. Noter également comment

celle-ci est repoussée par la nouvelle conidie <*).
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conidies sur Le point d'être détachées, sont uniceLLuLaires;

La septation n'intervient que par La suite.

SEPTATION ET COMPORTEMENT NUCLEAIRE

Au cours de nos recherches sur Le processus

ontogénique des conidies,une attention particulière a été

portée sur Les modaLités de Leur cLoisonnement, ainsi que Leur

comportement nucLéai re Figs 71à75.Pour toutes Les espèces à tendance

biceLLuLaire, La septation compLète a Lieu après Le détache-

ment de La spore. Cette étape est généraLement précédée par

La migration d'un noyau vers Les deux pôLes de chaque conidie

(Fig.71 ); en même temps on peut observer L'initiation de La

future Cloison mais dans tous Les cas La septation in-

tervient durant La dernière phase de La conidiogenèse.

Au voisinage immédiat du pore de La cLoison, on distingue

souvent La présence des corps de WORNIN (fig.74 ).

SeLon Les espèces et Les isoLats, chaque noyau

peut se diviser à son tour pour aboutir à des ceLLuLes bi­

nucLéées. Une étude compLémentaire pour préciser L'état nuc­

Léaire des conidies a été menée, par une coLoration des noyaux

à L'aide de La méthode au GIEMSA. La vari abi Lité du pat ri-

moine nucLéaire des conidies issu� d'un seuL noyau au départ

est iLLustrée par Les figures 76à81 ;' 0 n 0 b s è r ven e t t e men t

La présence d'un à deux noyaux par ceLLuLe.

Cet ensembLe d'observations montre qu'au niveau

d'une même spore tous Les noyaux ont une même origine.



1.
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Fig. 71 : Initiation de la formation de la cloison conidienne. On distingue nettement une

invagination (� ) des couches pariétal�de manière centripète. Après
division, les noyaux ont migré vers les deux extrémités de la conidie, de part et
d'autre de la future cloison.

Fig. 72 : Stade plus avancé de la septation montrant l'allongement de la cloison (=:>' ). Les
flèches indiquent le potnt initial de formation de la cloison. Noter la richesse en

mitochondires (M) de cette zone.

Fig. 73: Détal1 de la cloison après un PATAg. Ce test permet de distinguer la nature

polysaccharidique des différentes couches pariètales de la conidie ainsi que celles
de la cloison.

Fig. 74 : Stade final de la formation de la cloison. On note la présence d'un pore (flèche
blanche auprès duquel se trouve un corps de Wornine (Wo) (�) et la structure
feuilletée de la cloison.

Fig. 75 : Aspect d'une conidie d'Asaxllyta fab{j(J ayant atteint sa maturité. Elle possède
des noyaux, des réserves importantes ( globules lipidiques (g1)et
glycogène (GI) ).

Fig. 76: Coloration nucléaire au Giemsa. Pour cet isolat d'ASPX'lIytaplsi, les conidies sont
essentiellement mononucléées.

Fig; 77: Coloration nucléaire au Giemsa réalisée sur un autre isolat d'Asaxllytapisi. Dans
ce cas les conidies sont plutôt binucléées .

Fig. 78: Aspect ultrastructural des conidies mononucléées (Co) d' ASPX'lIytaplsi. Certaines
conidies sont coupées tranversalement. ( a \ C Id i',

,

Fig. 79: Aspect ultrastructural des conidies (Co)binucléées d'Asaxllyta f8bagen coupe
transversale ou longitudinale.

Fig. 80: Aspect ultrastructural des conidies (Co) d'ASPX'lIyta pifl0d9s. Comme pour la
figure précédente, les cellules sont binucléées.

Fig. 81 : Aspect ultrestructural des conidies (Co) d'AscocIlyta Fabiei. Au niveau de cette
espèce les conidies sont monocellulaires et binucléées.
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3.2.3. DISCUSSION

L'étude morphoLogique des espèces d'Ascochyto

inféodées aux Légumineuses, a confirmé La variabiLité très

marquée qui caractérise en particuLier La forme et La dimen-

sion des conidies. Ceci expLique La confusion qui a Long-

temps régné au sein de ce groupe de pathogènes. Dans cer­

tains ouvrages (ROGER, 1958), on trouve même L'erreur qui
consiste à considérer Le MycosphoereLLo pLnodes comme La

forme parfaite de L'Ascochyto pLsL, aLors que ces deux

espèces ont été reconnues différentes dès 1927 (JONES,

1927; HARE et WALKER, 1944). De même, certains auteurs

(SPRAGUE, 1929; LEACH, 1965) parLent de L'isoLement à

partir de La Vesce (VLcLo s o c i.v o ) de L'Ascochyto p i.s L, agent

reconnu de L'anthracnose du Pois. Cette confusion est

d'autant pLus inattendue qu'en miLieu de cuLture, ces deux

espèces se comportent différemment, Les spores de L'A.

vLcLoe étant reLativement pLus grandes.

D'autres auteurs ont introduit des modifications

de nomencLature au niveau de queLques espèces se rapprochant

du genre Phomo. Dans ce sens, BOEREMA et aL., (1965) ont

proposé pour A. pLnodeLLo Le nouveau nom de Phomo medLcogLnLs

var. PLnodeLLo. Depuis, cette dernière dénomination est de

pLus en pLus uti Lisée par Les auteurs (BOEREMA, 1976 et 1979;

RICHARDSON, 1979). Par aiLLeurs, en comparant Ascochyto

phoseoLorum avec Le Phomo exLguo, ce même auteur (eOEREMA,
1972) a considéré ces deux espèces comme étant des synonymes.

Les queLques modifications apportées à La cLas­

sification du genre Ascochyto devraient concerner à notre

avis d'autres espèces. C'est Le cas notamment de L'A.

robLeL ayant La presque totaLité de ses conidies monoceL­

LuLaires, devrait être considéré aussi comme un �homo
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Le genre Ascochyto étant davantage réservé aux espèces à

pycnides dont Les conidies sont hyaLines et typiquement
biceLLuLaires. Par aiLLeurs La variabiLité morphoLogique
du genre Ascochyto a donné Lieu à une muLtipLicité�de déno·

mination des espèces rencontrées sur Légumineuses. Notre

étude confirme aLors L'intérêt d'une caractérisation de

L'aspect cuLturaL des coLonies en miLieu artificieL comme

critère compLémentaire d'identification des espèces d'Asco-

chyto. L'exempLe des trois espèces responsabLes de L'an·

thracnose du Pois est assez significatif pour Leur comportement

très différent en cuLture Ln vLcro.

ALLARD et aL. (1978) ont déjà signaLé que La

distinction entre ces trois espèces (A. pLSL, A. pLnodes et

A. pLnodeLLo), peut être faite macroscopiquement d'après

L'aspect de La cuLture sur miLieu MATHUR. Comme autre

critère de différenciation, CHAMPION (1981) mentionne La

disposition en Ligne des pycnides chez A. pLnodes. ActueL-

Lement, iL y a une tendance pour une caractérisation bio·

chimique de ces trois espèces (E5I<ANDARI, �t 01,1987)

Par contre, Les données morphoLogiques et struc·

turaLes de La pycnide, ne nous ont pas permis de déceLer des

différences fondamentaLes entre Les espèces d' Ascochyco .Les

variations importantes obtenues au sein d'une même espèce,
concernent aussi bien Les dimensions des pycnides. que Le

nombre de couches qui composent Leur paroi.

De ce fait, ce critère pris en considération

par EL SHANAWANI et USPENSKAYA (1978), ne sembLe pas être

caractéristique d'une espèce donnée. Le nombre de quatre

à cinq couches attribuées par ces deux auteurs à L'A. pLSL



- 94 -

est exagéré par rapport aux résultats que nous avons obtenus.

Dans de nombreux cas, la paroi pycnidienne n'est composée que

de deux à trois assises seulement.

En revanche, l'étude de la conidiogenèse de

la plupart des espèces d'Ascoch�to a montré une homogénéité

marquée du mode de formation des conidies. Du point de vue

de l'ultrastructure des cellules conidiogènes, les espèces

étudiées sont, dans leur ensemble, tout à fait comparables

soit à certains genres de Coelomycètes, tels que Phomo

fumoso (SUTTON et SANDHU, 1969), Phomo pomorum (JONES, 1975)

et MorsonLeLLo jugLondLs (ROQUEBERT et FAYRET, 1982), soit à

des espèces d' Hyphomycètes te llesque TrLchodermo So cur-n i.s

porum (HAMMIll,1974), AspergLLLus cLovotus (HANlIN, 1972) et

AspergLLLus comorL (ROQUEBERT, 1977). Toutes ces observa­

tions correspondent aux représentations schématiques de la

formation et du fonctionnement d'une cellule sporogène du

type phialidique (SUBRAMANIAN, 1971; SUTTON, 1971; BOEREMA

et BOllEN, 1975; ROQUEBERT, 1976; COLE et SAMSON, 1979; COLE,

1981; HAMMIll, 1981; MINTER et al, 1982).

l'examen approfondi de la paroi des cellules

conidiogènes a montré que la formation successive des coni­

dies s'effectue de manière entéroblastique. En effet, les

couches externes de la paroi de la phialide ne participent

pas à l'élaboration de la paroi conidienne. Ce sont plutôt

les couches les plus internes qui sont impliquées dans ce

processus. Cette succession des conidies s'accompagne tou­

jours d'un élargissement du col de la cellule conidiogène.

Il s'ensuit alors des modifications structurales matériali­

sées par un aspect lamellaire de cette zone, généralement

reconnu comme caractéristique du type phialidique chez

d'autres champignons (ROQUEBERT, 1977).
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Par contre, certains caractères considérés

comme déterminants du type anneLLidique n'ont pas été mis

en évidence au cours de nos observations. IL s'agit notam-

ment de La croissance en Longueur de La zone sporogène du

conidiophore dite "proLifération percurente" et de La présen­

ce de restes cicatricieLs Laissés après formation d'une nou-

veLLe conidie (SUTTON et SANDHU,1969; HUGHES, 1971;

1972 a et b; COLE et SAMSON 1979; COLE, 1981).

HAMMIll,

Enfi� parmi Les autres caractères nouveLLe­

ment admis pour différencier Le type phiaLidique du type

anneLLidique (COLE et SAMSON, 1979; COLE, 1981; MINTER et aL.

1982), Les évènements accompagnant La septation, détachement

et cLoisonnement des conidies, sont confirmés par nos obser­

vations. De même r La présence des corps de WORNIN n'a pas

été notée de part et d'autre de La cLoison permettant Le

détachement des conidies, aLors que ces organites ont été

observés au niveau de La septation pour Les conidies déjà

détachées. De pLus, mais de façon moins évidente, La

disposition des différentes couches qui interviennent dans

Le processus de détachement des conidies nous rappeLLe Le

type phiaLidique.

Cet ensembLe de données montre que Les mécanismes

uLtrastructuraux de La conidiogenèse chez Le genre Ascochyto

sont anaLogues à ceux observés pour Le genre Phomo. IL

apparaft donc difficiLe d'accepter Les différences fondamenta­

Les qui ont été rapportées par BOEREMA et BOllEN (1975), attri-

buant Le mode anneLLidique

gnons et Le mode phiaLidique

au premier groupe de champi-

au deuxième. Notons toute-

foi s, d '
une man i ère g é né r a L e,que les phi a L ide s 0 b s e r v é es 0 n t été

pLus faciLement caractérisées pour Les espèces à grandes

spores typi quement bi ce L LuLai res (A. foboeet A. p i. s L) , les

espèces présentant des petites conidies ,typiquement



- 96 -

monocellulaires(A. pLnodeLLa, A. phaseaLarum et A. rabLeL),
ont été plus difficiles à caractériser. Toutefoi s, les

observations réalisées sur A. pLnodeLLa montrent que les cellules

sporogènes sont plutôt phialidiques qu'annellidiques.

D'un point de vue pratique, la caractérisation

en ultrastructure de la conidiogenèse reste peu accessible et

d'une efficacité souvent douteuse.

En résumé, dans cette première partie, nous

avons réussi à caractériser les Ascochyta des Légumineuses

par leur conidiogenèse phialidique. Par ai lleurs, les des-

criptions morphologiques et culturales nous ont conduit à

distinguer trois principaux groupes parmi les neuf espèces
étudiées. Il nous a donc paru nécessaire de compléter notre

travail de systématique par une étude de la spécificité

parasitaire de ces agents pathogènes au niveau des Légumi­

neuses qui constituent les hôtes privilé�iés de ce groupe

de champignons.
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3.3. EFFET DES FACTEURS BIOTIQUES ET ABIOTIQUES

SUR LE CUMPORTEMENT Ln vLtro DE L'A.pLsL Lib.

Les résuLtats qui sont présentés dans ce

chapitre concernent Les exigences bioLogiques Ln vLtro

de L'un des agents responsabLes de L'anthracnose du Pois.

ILs constituent une première approche de La connaissance

des principaux facteurs biotiques et abiotiques pouvant

infLuencer Le comportement de L'A. pLsL.

3.3.1. INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE SUR

LA CROISSANCE ET LA SPORULATION

Les résuLtats rapportés dans Le tabLeau 9

et La figure 82, font apparaître des différences de

comportement de quatre isoLats d'A. pLsL,

des miLieux étudiés.

en fonction

QueLs que soient Les temps d'incubation, Le

maximum de croissance mycéLienne est obtenu avec Le miLieu

MaLt (M.A.G.), t�ndis que Les miLieux P.O.A. et CZAPECK

assurent La croissance La pLus faibLe. Le miLieu MATHUR

montre un comportement intermédiaire, iL se rapproche

davantage du miLieu MaLt.

En ce qui concerne La sporuLation, ceLLe-ci

est par contre meiLLeure sur Le miLieu MATHUR, aLors que Les

miLieux CZAPECK et P.D.A. se sont révéLés beaucoup moins

favorabLes à La sporuLation. Le miLieu MaLt a donné une

sporuLation moindre, qui se rapprocherait pLutôt de ceLLe

obtenue sur miLieu MATHUR.
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Fig. 82: Influence du milieu de culture sur la croissance

de 4 isolats d'Ascochyto pLsL Lib.

Croissance Isolat A

75 • en mm

50 -

. . ,

5 1 0 15 18 j.

Isolat C

75 .

25

•

5
"

15
,

10

Légende: .... Mal t

18 j •

5 1 0 1 5 1 8 j •

.

Isolat D

-

75

50 •

5 10 1 8 i .15

I!l Mathur Il Czapeck



- 99 -

Enfin, tant pour La croissance mycéLienne que

pour La sporuLation, de petites variations peuvent exister

en fonction des isoLats (cf. Fig. 82 et TabL. 9).

3.3.2. iNFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR

LA CROISSANCE ET LA SPORULATION

Cette étude comparative a été effectuée pour

quatre isoLats, vis-à-vis d'une gamme de température aLLant

de DOà 40°C.

Les résuLtats obtenus (Fig. 83) montrent que,

d'une façon généraLe, La croissance des isoLats d'A. pLsL

augmente réguLièrement de 0 à 20°C, ensuite eLLe diminue

constamment pour devenir nuLLe à 40°C. L'optimum de crois-

sance se situe donc à 20°C, aLors que La température infé­

rieure Limite est d'environ SoC et La température supérieure

Limite est de 30°C. IL faut noter que si pour cette espèce

une température voisine de 40°C s'est avérée LétaLe pour Le

champignon, par contre des températures inférieures à SoC

n'ont pas tué Le champignon. D'aiLLeurs des tests d'anaLyse

sanitaire, réaLisés en pLongeant au préaLabLe Les semences

de Pois natureLLement infectées par A. pLsL dans de L'azote

Liquide, ont montré des,_taux éLevés de contamination par ce

champignon, après incubation.

En ce qui concerne L'action de La température
sur La sporuLation, Les résuLtats du tabLeau 10, permettent

de constater que Les isoLats du tabLeau 10, permettent de

constater que

maLe à 22°C.

Les isoLats étudiés ont une sporuLation maxi­

L'optimum de sporuLation est donc Légèrement
décaLé par rapport à ceLui de La croissance mycéLienne.
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TabLeau 9: InfLuence du miLieu de cuLture sur La

sporuLation de L'Ascochy�o pLSL

Milieux
MALT

M.A.G.
MATHUR CZAPECK P. D. A.

IsoLats

A + ++ n n

B + ++ n n

C ++ +++ + +

D ++ +++ + +

Légendes: n

+
négLigeabLe
faibLe

++ moyenne
+++ forte

TabLeau 10: InfLuence de La température sur La

sporuLation d'Ascochyto pLSL

IsoLat D IsoLat B

Températures

5° 0

1 2° +

20° +++

22° ++++

26° ++

30° +

40° 0

o

+

++

+++

+

o

Légende: 0: SporuLation nuL Le
+ • Il t rè s fajbLe

+ + :
Il

moyenne
+++:

Il forte
++++:

Il
t rè s forte
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Fig. 83: InfLuence de La température sur La croissance

mycéLienne d'Ascochyto PLSL Lib. en mm.
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3.3.3. ACTION DE LA LUMIERE ET DE L'OBSCURITE SUR- LA

CROISSANCE MYCELIENNE ET SUR LA SPORULATION

De nombreuses études (LEACH, 1Y6Z; aLACKEMAN et

DICKINSON,1967;BOMPEIX, 1974) ont montré que La croissance

mycéLienne et surtout La sporuLation, peuvent être très

infLuencées par L'absence ou La présence de Lumière.

Les résuLtats obtenus dans notre expérimen­
tation (tabL. 111 indiquent que Les isoLats d'A. p i.s L

isoLés à partir de Pois sont indifférents à La Lumière pour

Leur aptitude a La sporuLation; ceLLe-ci était même Légère­
ment favorisée par L'obscurité. En pLus de La Lumière et de

L'obscurité, nous avons montré antérieurement (BOUZNAD, 1978)

que L'action de trois types de fiLtres n'a eu aucun effet ni

sur La croissance mycéLienne, ni sur La sporuLation.

Des expériences réaLisés en coLLaboration avec

MOHAMMEDI (1984) sur un pLus grand nombre d'isoLats, ont per­

mis de distinguer des isoLats qui sporuLent pLutôt mieux à

La Lumière (TabL. 12). En ce qui concerne La croissance

mycéLienne, La pLupart des isoLats présentent une crois­

sance Légèrement favorisée par L'obscurité.

3.3.4. INFLUENCE DE QUELQUES FACTEURS SUR LA

GERMINATION DES SPORES D'A. pl.Sl. Lib.

Les premiers stades de La germination des

spores ont fait L'objet de très nombreux travaux (CLAYTON,

1942; COHRANE� 1958; ZARACOVITCH, 1966; MANNERS, 1966).

Cependant, aucun travaiL du même ordre n'avait été réaLisé

sur A. P l.s i.; SeuLs BLACKEMAN (1968) puis HEATH et WOOD(1969)



- 103 -

TabLeau 11: InfLuence de La Lumière sur La croissance et

sporuLation de L'Ascochyto pLSL Lib.

CROISSANCE(1) (2)

Temps
d'incuba- Lumière Obscurité Lumière Obscurité

tion{jours)

3 1 5 2

6 6 6 ,5 3 105 3 105

8 1 2 13 3 105 3 105

10 16 17 5 105 6 105

13 25 27 7 105 8 105

1 5 30 32,5 15 105
-

21 105

(1) croissance Linéaire en mm

(2) sporuLation en spores/ mL

TabLeau 13: InfLuence de La Lumière et obscurité

-s ur La germi nat i on des spores d' As c o c hu c o

pLSL Lib en goutte pendante

Conditions

Température
d'incubation à La Lumière à L'obscurité

5° 3 % 5 %

12° 25 %

1 2 ° 97 % 98 x

30° 10 %



A l a u m i è r •

Malt fIIIathur Czapeck

Croissance
Sporulation

Croissance
SporuLation

Croissance
sporulationmycé li enne mycélienne mycélienne

A. p Ls L (Collo) 12,12 204 21)75 593 10,37 13,3

A. P LsL (Al2N 41 21,25 121 24,25 196 11,00 36,6

A. o Ls L EA23 10,62 140 17,87 633 13 13,3

A. o Ls L 853 9,12 12 14,75 98,8 12,25 22,2

- 10"' -

Tabl.12 Comparaison de la croissance et sporuLation de diffêr�nts isoLats
d'Ascochyco pLse après 11 j. d'incubation à L'obscurité et à la
lumière (MOHAMMED l, 1984).

A l '
0 b s c u r 'i t é

Malt Mathur Czapeck

Croissance
SporuLation

Croissance
SporuLation

Croissance
Sporulation

myce l i enne mycélienne mycélienne

A. p Ls i, ( c o Lt o i 10,12 6,6 22 314 18,25 55

A. p Ls L (Al2N.41 10,5 15,6 17,5 760 16,5 1 1 5,5

A. pLs L EA23 18,5 22,2 14,5 211 10,62 44

A. p Ls L 853 9,75 23 22,62 274 25,75 11
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ont étudié Ln VLVO l'effet de la concentration en spores de

quelques espèces d'Ascochyco spp_sur le développement de la

lésion. Mais ces auteurs n'ont à aucun moment abordé les

conditions de germination Ln vLcro des spores: température,
humidité et lumière. Dans notre cas, sans la connaissance

de tous ces paramètres, il n'aurait pas été possible de mener

à bien l'étude des relations hôte-parasite ou celle du pouvoir

pathogène des isolats. A cet effet, nous avons jugé utile de

présenter l'essentiel des résultats déjà acquis dans une pré­

cédente étude (BOUZNAD, 1978), complétée par le présent travail:

Compte tenu des différentes définitions proposées

par divers auteurs et de la spécificité des spores de l'A.pLsL,
l'appréciation de la germination a été notée selon les critères

suivants:

a été considérée comme germée, toute spore ayant subi un

changement morphologique se traduisant par un début d'appari­

tion d'un tube germinatif de 1,5 à 2 �m de longueur;

dans un deuxième temps, l'allongement du tube germina­

tif intervenu au cours du temps d'incubation a été pris en

considération.

La germination des spores d'A. pLSL étant très

influencée par les conditions expérimentales, l'action de cer­

tains facteurs (température et lumière) a été précisée par une

série d'essais préliminaires. Auparavant, les techniques elles­

mêmes (goutte pendante, lame gélosée et membrane cellophane)ont

été testées afin de vérifier leur fiabilité. L'influence de la

suspension de spores (concentration et volume de la goutte) a

été également précisée.

iNFLUENCE DU SUPPORT SUR LA GERMINATION DES SPORES

La germination des spores et la croissance du

tube germinatif sur lame gélosée sont de loin les meilleures.

Cette technique permet une répartition homogène des conidies
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à la surface de la lame, ce qui faci lite la lecture et notamment

la mesure de la longueur du tube germinatif. Par contre, avec la

goutte pendant, une hétérogénéité dans la répartition des spores

fait que leur majorité subit une décantation provoquant alors

une inhibition de la germination.

Enfin, l'emploi d'un support en cellophane

(membrane) a permis d'obtenir une germination nettement meil­

leure qu'en goutte pendante. Cependant, une légère hétérogénéité
dûe au plissement inévitable du support peut être notée. Malgré

cet inconvénient, cette technique peut être conseillée pour

certaines études (coloration nucléaire).

- INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SPORES ET

DU VOLUME DE LA GOUTTE SUR LA GERMINATION

L'examen de l'ensemble des résultats exprimés

par la figure 84 bis montre l'étroite relation qui existe

entre la concentration en spores, le pourcentage de germina-
tion et la croissance du tube germinatif. Pour une concentra-

tion donnée, les limites du volume de la goutte doivent être

déterminées. Ainsi, pour une concentration de 106 spores/ml,
on remarque que lorsque le volume dépasse 10 �l/goutte, les

spores s'agglutinent, ce qui provoque une inhibition de la

germination et rend les comptages difficiles. Par contre, au

dessous de 10 �l/goutte, il y a risque de dessèchement de la

goutte, ce qui entraîne la non germination des spores. Dans de

nombreux cas, la différence peut atteindre 50% par le simple
fait de passer d'une concentration de 106 spores/ml à 104
spores/ml.

- INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA GERMINATION DES SPORES

Dans une précédente étude (BOUZNAD, 1978), nous

avions montré qu'après 21h d'incubation et pour une gamme de

température comprise entre 12 et 26"C, le pourcentage de
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germination des spores était sensiblement le même (environ

90%). La précision de ce résultat étant insuffisante, nous

avons repris ce travail en étudiant, au cours du temps

(entre 6h et 21h d'incubation), la dynamique de la germination

des spores de l'A, p�s� à des températures comprises entre 5°

et 30°C. Les notations ont été effectuées après 6, 9, 12,
18 et 21h d'incubation.

D'après les résultats obtenus dans la figure 84,

on constate une nette différence de germination des spores en

fonction des temps d'incubation et des températures étudiées.

D'une manière générale, le taux de germination des spores est

très réduit aux basses (SOC) et aux fortes températures (30°C),

quelle que soit la période d'incubation. A ces températures

extrêmes, il y a une inhibition importante du processus germi­

natif. Par contre, pour une large gamme de température (18 à

22°C) et pour une incubation supérieure à 12h, le taux de

germination tend vers un palier.

Enfin, les différentes courbes de la figure 84,
confirment que pour ce champignon, l'optimum de la germination

se situe entre 20 et 22°C.

- ACTION DE LA lUMIERE SUR LA GERMINATION DES SPORES

Comme pour la croissance mycélienne du champignon

déjà examinée, le facteur lumière ne semble pas être déterminant

dans le processus germinatif des spores. Les résultats obtenus(cf.

tabl. 13) ne présentent pas de grandes différences; il y aurait

seulement une légère augmentation de la germination pour les

essais menés à l'obscurité.

3.3.5. DESCRIPTION DU PROCESSUS GERMINATIF

L'étude �n v�tro et '�n v�vo de la germination
des pycnidiospores de l'A, p�s� a permis de distinguer trois

principales étapes dans le processus de germination des spores.

la coloration nucléaire par la technique de GIEMSA a complété
cette étude.
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Fig. 84: InfLuence de La température et du temps d'incubation

sur La germination Ln vLtro des pycnidiospores

d'Ascochyco pLsL .
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Fig.84 bis
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InfLuence de La concentration en spores sur Le taux

de germination et de croissance pour 4 isoLats
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- PREMIERE PHASE

Par une absorption d'eau, les conidies aug­

mentent de volume et subissent simultanément une constric­

tion au niveau de la septation: c'est le premier signe de

l'aptitude des conidies à germer. Au cours de cette phase

de gonflement, il y aurait division du noyau (cf. figure8S ).

- DEUXIEME PHASE

Après un temps plus ou moins long, les zones

réfringentes apparaissent aux extrémités de la conidie, puis

deux tubes germinatifs sont rapidement émis. Durant cette

phase, on assiste à la migration de l'un des deux noyaux

vers le tube germinatif (Fig.8S ).

- TROISIEME PHASE

Cette étape est caractérisée par la croissance

des tubes germinatifs. Initialement, dans la majorité des cas,

l'un des deux tubes est toujours plus long que l'autre (Fig.86),
contrairement à l'A. pLnodes dont la germination et la crois­

sance semblent s'effectuer par une seule extrémité (Fig.88 ).

Cette croissance se poursuit indéfiniment jusqu'à l'enchevê­

trement mycélien. Au fur et à mesure de son élongation, le

tube germinatif subit des septations et selon le cas, on peut

noter la présence d'un ou de deux noyaux par segment (Fig.8? ).

3.3.6. DISCUSSION

L'étude du comportement Ln vLtro de l'A. pLsL
a permis de comparer, dans un premier temps, la variation de

La croissance mycéLienne et ceLLe de La sporuLation en fonc­

tion de trois principaux facteurs: miLieu de cuLture, tempé­
rature et présence ou absence de Lumière.



Fig. 85: Initiation de la germination des conidies (Co) d'Ast;œhyto piSi; observation
obtenue par la technique de cellophane. On distingue l'émission de tubes
germinatifs ( ... ) et une division nucléaire ( - ). L'un des noyaux
migrera vers le tube germinatif.

Fig. 86: Après 9 à 12h d'incubation, chaque conidie bicellulaire a germé en donnant deux
tubes germinatifs de longueur inégale et à l'extrémité desquels (� on note la
prèsence d'un noyau (N). Dans le cas de conidies tricellulaires, chaque cellule
émet un tube germinatif.

Fig. 87: Stade ultérieur de la germination caractérisé par l'allongement des tubes
germinatifs (-), leur cloisonnement ( - ) et une répartition inégale du
nombre de noyaux par segment (-) ; en général 1 à 2.

Fig. 88 : Aspect de la germination des conidies d'A.scocIiyto pina:iJs. Comparativement à
l'A.scocIiyto ats), dans ce cas la germination est longtemps unipolaire, donnant
lieu à la croissance d'un seul tube germinatif (� et cloisonnement de
celui-ci (-).
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En ce qui concerne L'infLuence du miLieu de

cuLture, Le miLieu M�tRur, mis au point initiaLement pour Le

CoLLetotrLchum LLndemuthLonum par Mathur et aL., (1950), s'est
nettement montré Le pLus favorabLe. Ceci a été confirmé par
AMEZIANE (1979) pour L'Ascochyco robLeL et par MOHAMMEDI
(1984) pour d'autres espèces d'Ascochyto: A. foboe, A. vLcLoe,
A. LothyrL et A. pLnodes.

Toutefois, seLon Les auteurs, d'autres miLieux
peuvent être couramment utiLisés: Le miLieu P.O.A. est de
Loin Le pLus cité (BAJAN, 1968; SHERIDAN, 1981; SUSURI, 1986).
Le miLieu MaLt à 2% a été surtout conseiLLé pour L'isoLement
du genre Ascochyto à partir de semences (CHAMPION, 1969;
HEWETT, 1971; ANSELME et aL., 1971, iL a été utiLisé aussi
par BREWER (1960) et LEACH (1962) pour La cuLture Ln vLtro du

champignon. Le miLieu CZAPECK, qui nous a donné une sporuLa­
tion très médiocre, avait été déjà utiLisé par SKADOW(1978).

1976) ,

Par rapport à un travaiL précédent (BOUZNAO,
Les miLieux Mathur, MaLt, p.O.A. et Czapeck, ne per-

mettent pas d'obtenir une sporuLation aussi abondante que
ceLLe obtenue avec Le miLieu préparé à partir de feuiLLes
de Pois stériLisées. MaLheureusement, d'un point de vue prati­
que, ce dernier miLieu exige une disponibiLité en matérieL et
un temps de préparation pLus Long, comparativement au miLieu
Mathur, par exempLe.

En ce qui concerne Les résuLtats obtenus sur
L'effet de !a température, son action s'est révéLée, dans cer­
taines Limites, déterminante sur Le comportement Ln vLcro de
L'A. pLsL. O�une façon généraLe, La croissance mycéLienne du
champignon se caractérise par une courbe cLassique sembLabLe
à ceLLe décrite pour La pLupart des espèces fongiques (JOLY
et aL., 1964). Comparativement à d'autres travaux ayant porté
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sur L'espèce A. pLSL, on note une variation dans Les exigen­

ces thermiques de ce champignon; dans certains cas Les

écarts pouvant être importants. Si avec une température

optimaLe située à 20 - 22"C; nos résuLtats rejoignent ceux

obtenus par SUSURI (1976), par contre, iLs diffèrent de ceux

de DOROZKIN et KREMNEVA (1976) indiquant un optimum situé

entre 15 et 20"C. D'autres auteurs (SORGEL, 1956; BERTINI,

1957 in SUSURI, 1976) ont donné respectivement 23"C et 26"C

comme température optimaLe de croissance pour Leurs isoLats

étudiés.

Ces variations très marquées des températures

optimaLes de croissance et de sporuLation de L'A. pLSL, sug­

gèrent que ces exigences thermiques pourraient être Liées à

des biotypes définis par Les conditions géographiques.
PARBERY (1981) a décrit, pour des espèces de ColletotrLchum

spp., des isoLats de régions tempérées et des isoLats de ré­

gions subtropicaLes dont Les températures optimaLes de germi­

nation des spores diffèrent.

D'après nos résuLtats et Les données bibLio­

graphiques, nous pouvons considérer que L'A. pLSL possède

des biotypes variabLes d'une région géographique à une autre.

Ceci montre L'intérêt préaLabLe de définir Les exigences bio­

Logiques de nos isoLats d'A. PLSL qui conditionnent nos tra­

vaux sur Les reLations hôte-parasite.

Comme dernier facteur abiotique abordé dans

cette étude, L'action de La Lumière sur Le comportement de ce

champignon a été précisée. Contrairement à certaines espèces
très exigeantes en Lumière pour Leur sporuLation ( COCHRANE,

1958; BLACKEMAN, 1968; BOMPEIX, 1974), tous Les résuLtats

obtenus sur A. PLSL (BOUZNAD, 1978; BOUZNAD et MOHAMMEDI,
1987) indiquent qu'iL peut croître et sporuLer indifféremment
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en présence ou en absence de Lumière. Pour nous en assurer

d'une obscurité totaLe, nous avions pris soins d'utiLiser

comme témoin, L'EpLcoccum nLgrum, connu pour ses exigences

en Lumière (BOMPEIX, 1974). Dans Les mêmes conditions expéri­

mentaLes, ce champignon a montré une forte sporuLation à La

Lumière et une absence de ceLLe-ci à L'obscurité.

Dans Le cas de L'A. pLSL, L'intensité de cette

sporuLation, et à moindre degré La croissance mycéLienne, peu­

vent être modifiées dans des proportions variabLes par ce facteur.

SeLon La nature du miLieu de cuLture, des différences de sporuLa­
tion existent d'un isoLat à L'autre. Ce type de comportement

expLiquerait Les résuLtats obtenus par LEACH (1962)

sur des isoLats d'A. pLSL isoLés à partir de VLCLO vLLLoso.

Le deuxième aspect abordé dans ce présent travaiL

a permis de caractériser Ln vLtro, Les divers facteurs contrô­

Lant La germination des spores ainsi que La croissance du tube

germinatif.

Les résuLtats obtenus ont montré comme pour

La croissance mycéLienne, L'infLuence de La température,

mais iLs ont aussi permis de préciser queLs sont Les autres

facteurs pouvant modifier La germination des spores indépen­
demment du facteur essentieL, La température. IL a été notam­

ment étabLi que La nature du support (taiLLe de La goutte

pendante, Lame géLosée, ceLLophane) et La concentration des

spores peuvent, dans une certaine mesure, infLuencer La

germination.

Enfin, au cours de cette étude, Les change­

ments morphoLogiques et caryoLogiques intervenant durant Le

processus germinatif des spores ont été précisés, définissant

ainsi Les différents étapes de La germination.

/
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3.4. POUVOIR PATHOGENE DE L'A. pLSL SUR LES LEGUMINEUSES

ET FACTEURS DE TRANSMISSION PAR LA GRAINE

La caractérisation morphoLogique basée unique­
ment sur Les organes de reproduction du champignon s'est avérée

insuffisante pour une identification rigoureuse des espèces

d'Ascochyco spp. Pour certaines de ces espèces cette diffi·

cuLté est rendue pLus grande du fait qu'iL s'agit d'un groupe

de pathogènes s'attaquant à une gamme d'hôtes botaniquement
très proches. L'étude de La spéciaLisation parasitaire, teLLe

que nous L'avons abordée dans Le présent travaiL, a donc pour

but de préciser, d'une part, Le degré de compatibiLité qui
existe entre Les espèces hôtes de Légumineuses et Les espèces

d'Ascochyco ssp. ,précédemment inventoriées et, d'autre part,

La variation du pouvoir pathogène de L'espèce A. pLsL à

L'égard du Pois.

3.4.1. PATHOGENECITE DE L'Ascochyco pLsL

A L'EGARD DES LEGUMINEUSES

L'aptitude de L'A. pLSL à attaquer Les Légumi-

neuses a été testée en serre par une série d'inocuLations

artificieLLes pratiquées sur graines et sur pLantuLes.
Les principaux résuLtats obtenus sont résumés dans Le

tabLeau 15.

La réponse à ces différentes inocuLations

permet de mettre en évidence La nette spécificité de L'A.

pLsL pour son hôte, Le Pois, PLsum sacLvum. Nous avons

néanmoins reLevé queLques nécroses apicaLes sur Pois chiche,
mais eLLes restent atypiques de L'anthracnose.
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TabLeau 15: RESULTATS DES INOCULATIONS ARTIFICIELLES
SUR PLANTULES ET GRAINES DE PLUSIEURS
ESPECES LEGUMINEUSES AVEC DE L'Ascochyco
p i.s i. Lib.

PLANTES HOTES
INOCULATION DES

GRAINES
INOCULATION DES

PLANTULES

Pl.sum s o c i.v urn XX XXX

Vl.Cl.O SOCl.VO 0 Ù

Lens cull.norl.s Ù Ù

Vl.Cl.O fobo Ù Ù

Lochyrus ochrus Ù Ù

Phoseo lus vulgorl.s 0 0

Cl.cer orl.ecl.num Ù Atypique

LEGENDES:
XXX: Très fortes attaques

XX: Attaques
0: Pas d'attaques

3.4.2. COMPATIBILITE ET INCOMPATIBILITE DU POIS

(Pl.sum socl.vuml A L'EGARD DES AUTRES

ESPECES D'Ascochyco s�p.

Comme précédemment, des inocuLations artifi­

cieLLes réaLisées sur Le Pois à L'aide des principaLes espè­
ces d'Ascochyco spp. ont montré une incompatibiLité totaLe

de cet hôte avec Les espèces: A. r cb i.e L, A. l.e n c i.s et A.

vl.cl.oe. Par contre, Les pLantuLes de Pois ont été attaquées
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normaLement par Les espèces habitueLLes: A. p i.s L, A. pLnodes
et A. pLnodeLLo.Enfin, nous avons obtenu un comportement

douteux (symptômes atypiques) sur Les pLantuLes contaminées

par A. foboe, A. LothyrL et A. phoseoLorum.

TabLeau 16 RESULTATS DES INOCULATIONS ARTIFICIELLES
REALISEES SUR PLANTULES ET GRAINES DE POIS
(P. sotLvum) AVEC PLUSIEURS ESPECES D'Ascochyto

PATHOGENES

A. pLsL
A. pLnodes
A. pLnodeLLo
A. vLcLoe

A. LentLs

A. foboe

A. r ob Le L

A. LothyrL
A. phoseoLorum

LEGENDES:

INOCULATION SUR INOCULATION SUR
PLANTULES GRAINES

XXX XX

XX X

X X

0 0

0 0

X(atypique) 0

0 0

X(atypique) 0

X XX(CotyLédon)

XXX: très fortes attaques
XX:attaques

X: faibLes attaques
0: pas d'attaque

Au cours de ces inocuLations artificieLLes(TabL.16l
Le Pois (PLsum sotLvuml s'est montré hautement compatibLe
avec Les pathogènes spécifiques habitueLs: A. p i.s L, A.

pLnodes et A. pLnodeLLo_ Par contre, Les. autres espéces

d'Ascochyto sont, soit totaLement incompatibLes: A. vLcLoe,
A. LentLs et A. r-cb l.e L; soi t i ncapab Les de produi re autre chose que

des symptômes atypiques.
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3.4.3. VARIABILITE DU POUVOIR PATHOGENE

DES ISOLATS D'Ascochyta pLsL .Lib.

Lors de précédents résuLtats obtenus dans

notre Laboratoire (BOUZNAD, 1978; LOUNIS, 1982 et MOHAMMED l,

1984), une variation du pouvoir pathogène des isoLats entre­

tenus et conservés dans notre coLLection a été notée.

De pLus, Les travaux de WALLEN (1958), d'HUBBELc

LING (1982, 1984) et de COUSIN (1982, 1984) ont étabLi L'exis-

tence de races physioLogiques ch�z ce champignon. A L'aide

de La même gamme d'hôtes différentieLs que ceLLe utiLisé par ces

auteurs, nous avons entrepris L'identification des patho-

types existant en ALgérie. A titre comparatif, queLques

isoLats provenant de diverses régions de France ont été

retenus dans notre essai.

Les notations individueLLes effectuées sur

chaque pLantuLe (seLon Les modaLités indiquées au paragra­

phe 2.6.5.), ont permisdecaractériser,par une vaLeur moyenne,

La réaction gLobaLe de chacun des 1DcuLtivars hôtes à

L'égard des 11 isoLats testés. L'ensembLe des résuLtats

présenté dans Le tabLeau met en évidence une grande

variation des indices d'attaque suivant Le s coupLes

hôte/pathogène considérés. C'est'ainsi que par exempLe
Les cuLtivars: l'FinaLe", l'Rondo''et "GulLivert "

festé une forte résistance avec Les isoLats: A.

ont mani-

pLsL CLe a i e r L;
A. p i.s l. (MO U) et A. p i.s i, (GIR). Par contre, Les mêmes cuL-

tivars ont été fortement attaqu� par A. p i.s i. (L/G).

L'anaLyse détaiLLée des indices d'attaques
obtenus (tabL.17 ), permet de constater très nettement

que Le cLassement des èuLtivars diffère d'un isoLat à



r ab t e au r t : RESULTATS DES INOCULATIONS PAR LES ISOLATS D'A. pLsL.
SUR LES HOTES DIFFERENTIELS

Isolats
A.pi..sL A.pi..si.. A.pLsL A.pLsL A.pLsL A.pLsi.. A.pi..sL A.pLsL A.pLsL A.pLsi.. A.pi..sL

Cr e z i e r+ (B. S. ) (MOU.) (EK2 ) (GIR.1 (_AlZN°41 (Col lo) (DP121 (EA231 (109081 (LI G)

Variétés
hôt e s

ARABAL 2,45 4,43 4,5 3,75 lt,Z-1 3,37 3,5 3,7' 3,05 2,95 4,5*

COBRI 3,12 3,83 4,22 3,70 3,'Z. 2,95 3,14 3,27 4,05 2,56 3,5

DARK SKIN 2,37 4,25 3,97 2,80 3,15 3,16 3,68 3,20 3,36 3,57 3,76
PERFECT (D. S. P 1

�

FINALE 0,16 0,41 0,36 0,5 0,60 0,55 0,39 0,66 0,5 0,20 2,16 �

CO

,

GULLlVERT 1 , 85 0,42 1 , � El 1 , 1 3 1,0 3,78 3,0 2,42 3 .. 65 3,45 2,91

MERVEILLE KEL. 3,45 3,85 :4,15 3,21 3,5 4 ... 50 4,07 4,3 4,13 4,5 4,07

RONDO 0,23 0,39 0,:62: 0,61 0,95 0,45 0,15 0,81 0,71 0,36 3,45

$TARCOVERT 1 ,1 0 4,35 3," 4,20 "4;33 3,44 2,90 2,45 2,65 2,16 2,64

SUPCQVERT 2,75 4,25 ",51 3,83 �S7 2,67 2,25 , ,31 1,27 3,12

VITALIS 2;35 4,65 4 4,25 fr,12 2,27 3,0 3,75 3,12 3,06 3,0

• degré d'attaque seLon l'écheLle de 0 à 5
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L'autre. D'autre part, si à L'aide de certains cuLtivars,
iL est possibLe de toujours cLasser Les isoLats dans Le

même ordre (Fig.89 ), ceLa n'est pas Le cas pour d'autres.

Ce dernier comportement peut être iLLustré par Le cuLtivar
" GuLLivert' en comparaison avec Le cuLtivar "Darkskin

Perfect", où Les isoLats ont un arrangement totaLement

différent.

Les deux types d'arrangement étabLis seLon

que L'on considère L'hôte (Fig.89) ou Le pathogène (Fig.90),
mettent en évidence La présence de différents gènes de

résistance au niveau des cuLtivars et La présence de dif­

férents gène de viruLence au niveau des isoLats.

Ces différences de comportement très impor­
tantes ne peuvent s'expLiquer, d'après VAN DER PLANK (1968),

que par L'existence de races physioLogiques.

Pour L'identification des pathotypes
d'A. pLs� Les auteurs ont empLoyé deux principaLes appeL-

Lations (tabL. 18 ), soit une désignation par des chiffres

romains: race l, race II, race III et race IV (WALLEN, 1958),
soit une désignation par des Lettre aLphabétiques: race A,

race B, race C, race D et race E (COUSIN, 1972; HUBBELING,

1972) •

Dans notre cas, pour étabLir une comparaison
avec ces races, Les résuLtats exprimés par un coefficient

de sensibiLité (TabLeau 17), ont été présentés autrement
,

OabL. 19 i ,

pa r S) toute

IL a été considéré comme sensibLe (exprimé
Les fois que L'interaction hôte/pathogène a

un coefficient supérieur à deux ( > 2), et comme résistant

(exprimé par R), Lorsque Le coefficient est inférieur à deux

( < 2). Ce type de notation permet de recenser La présence

de trois groupes de pathotypes bien distincts, parmi Les

11 isoLats étudiés.
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Fig. 89: CLassement des isoLats d'Ascochyco pLSL seLon

Leur niveau d'agressivité à L'égard des cuLti­

vars de Pois.

Degré d'attaque
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Fig. 90: CLassement des cuLtivars de Pois seLon Leur

niveau de réaction à L'égard des isoLats

d'AscochycQ pLsL.
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TabLeau 18 TYPE DE REACTION DES CULTIVARS DIFFERENTIELS DE POIS ET
IDENTIFICATION DES RACES PHYSIOLOGIQUES D'A. pLSL
DETECTEES AU CANADA, EN FRANCE ET EN HOLLANDE

(WALLEN, 1957; COUSIN ET HUBBELING, 1972 , 1984)

F rance- Ho L Lande Race 1 Race II Race III Race IV

Canada(WALLEN,195n (COUSIN et HUBBEKING,
1972, 1983) Race B Race C Race D Race E

KeLvedonWonder Merv.ei L Le. Ke Lvedon R R S R R

Profusion Di kt rom: (Rondo) R R R R S

Arthur Dark Ski n Perfection R R S S S
�

N

VaLLeySmaLton Ceres R S S S S N

StirLing, VenLona II Sti rLi ng,VerLona II R R R R

GuLLivert - R S R R

Fi na Le R - R R

Starcovert vitaLis
- S S S S

supcovert

Rondo R R R R S

Engress S S S S



Tableau 19 : TYPES DE REACTION DE5 CULTIVAR5 DI FFERENTIELS
A L'EGARD o E5 ISOLATS DIA. pesc ETUDIES

IsoLats
A. o Lst. r\. PLS i. A. o Ls L A. PLS L A.pLSL A.pLSL A.pL.si... A.pLsL A. p Ls i, A.pLsl. A.pLsL

Variêtes
( Le z i e r ) (B.5. ) (Mou.) (EK2) (GIR) (Al2N°4) (Collo) (DP12) (EA23) (10908) (L! G)

hôtes

GUr'LLIVERT R R R R R 5 5 H.5. S 5 5

RONDO R R R R R R R R R R 5

FINALE R R R R R R R R R SR

MERVEILLE DE S S 5 S S S S S S 5 5 �

KELVEDON N
lN

"

DARK 5KIN H. S. 5 5 5 5 S S S 5 5 S
PERFECT(D.S.P.)

ARABAL 5 S 5 5 S 5 R S S SS

STRARCOVERT R S S 5 5 5 5 H. S. S H. 5. 5

SUPCOVERT S S S S S 5 S S S S 5

VITALI5 5 5 S S 5 5 S S 5 S S

COBRI 5 S 5 S S S S S S S

R = Résistant
S = SensibLe

HS = Hautement sensibLe
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- Ont un comportement identique, Les isoLats A. pLsL

(CoLLo), A. pLsL (EA 23), A. pLsL (AL2 N04)et A. p i.s L

(10908)_ D'après Le tabLeau 19, ces isoLats s'identi­

fient à La race C ou race III.

- Ont un comportement intermédiaire entre La race C et

La race D, Les isoLats A. pLsL (GIR), A. pLsL (8S),
A. pLsL (MOU), A. p i.s i, (Tezier) et A. p l.s i, (EK2). ILs

diffèrent de La race C, car iLs sont dépourvus du gène de

viruLence sur Le cuLtivar "GulLivert" et diffèrent de La

race D, par Leur aggressivité éLevée sur "MerveiLLe de

KeLvedon".

-Efin A. pLsL (L/G) doit être génétiquement différent

des isoLats précédemment décrits; tous Les cuLtivars sans

exception, sont attaqués. IL s'agit Là d'une race consi­

dérée pour nous comme totaLement nouveLLe, de par sa

viruLence éLevée à L'égard des cuLtivars Les pLus résistants.

COUSIN et ALLA RD qui ont suivi de près nos travaux ont été

surpris par Le comportement particuLièrement pathogène de ce

dernier isoLat.

3.4.4. FACTEURS INFLUENÇANT LA TRANSMISSION

DE L'Ascochyta pLsL Lib PAR LA GRAINE

En cuLture de pLein champ, L'extension de

L'anthracnose du Pois causée par A. pLsL est Le pLus fré­

quemment assurée par L'utiLisation de semences contaminées.

Contrairement aux maLadies systémiques, La transmission du

pathogène par La graine a Lieu durant La germination par

contamination externe de L'épicotyLe et à partir des feuiLLes

cotyLédonnai res. Ainsi, Le moment du passage du

champignon, de La graine enterrée aux parties aériennes
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de La pLante, constitue une étape déterminante pour La

manifestation uLtérieure de La maLadie. La progression

verticaLe de L'attaque est ensuite favorisée par Les con­

ditions cLimatiques de L'année.

Les résuLtats que nous présentons ci-dessous

montrent comment La températur�L�umidité, La pLante hôte

et La viruLence du pathogène Lui-même, infLuencent Le pas­

sage de L'Ascochyta pLsL, de La graine à La pLantuLe.

3.4.5.1. EFFET DE LA TEMPERATURE ET DE L'IMBIBI�

TION SUR LA TRANSMISSION DE L'Ascochyta

pLSL PAR LA GRAINE

Afin de mieux comprendre La dynamique de

transmission de ce pathogène, nous avons étudié, dans un

premier temps, L'action simuLtanée de La température et de

L'imbibition sur La Levée des pLantuLes. L'examen du tabLeau

20 et de La figure 91, permet de constater que La Levée est

fortement infLuencée par La température d'incubationcainsi

que par L'imbibition préaLabLe des graines. La vitesse de

Levée des pLantuLes est d'autant pLus faibLe que Les tempéra­
tures d'incubation sont pLus basses. Par contre, dans Les

mêmes conditions expérimentaLes, nous constatons qu'une

imbibition préaLabLe des graines permet d'obtenir une Levée

pLus rapide des pLantuLes par rapport aux graines non imbi­

bées, et ceci queLLe que soit La température considérée.

Dans un'deuxième temps, nous avons étudié La

transmission proprement dite, en réaLisant La même expérimen-

tation, mais cette fois-ci en inocuLant Les graines avant

Le semis.
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Les résuLtats rapportés dans Le tabLeau 20

montrent une variation de La transmission de L'A. pLSL
en étroite Liaison avec Les conditions d'incubation des graines
comme ceLa est indiqué dans La fi gure 91 • Pour une tempé;-

rature d'incubation donnée, on constate qu'iL y a toujours

une forte réduction du nombre de pLants attaquées Lorsque

Les graines ont subi au préaLabLe une imbibition. La

pLus grande différence a été obtenue Lorsque Les graines

contaminées ont été incubées d'abord à 12°C puis transpo-

sées à 22°C après La Levée. Dans ces conditions précises

Les graines non imbibées ont donné 73% de pLants avec La

maLadie. aLors que pour Les graines imbibées, Le pour cent a-

ge de pLants attaqués n'était que de 23%. L'imbibition

réduit donc très sensibLement La transmission du champi­

gnon, et dans certains cas cette réduction peut dépasser

Les 50% par rapport aux graines non imbibées.

Sur Le pLan manifestation de La maLadie, une

notation compLémentaire effectuée sur Les cotyLédons après
Leur déterrement, a montré que ce sont Les Lots ayant eu Le

moins d'attaque sur Les parti� aériennes des pLantuLes, qui
avaient manifesté Le moins de nécroses et de mycéLium sur

Les cotyLédons. De pLus, comparativement aux témoins dont

Les téguments sont restés sains et de couLeur pLus ou moins

verte, Les graines infectées présentent une coLoration rouge

brique des cotyLédons; La graine est recouverte partieLLemet

ou totaLement par du mycéLium.

Comme pour L'imbibition, L'exa-

men du tabLeau 20 met en évidence Le rôLe important joué par

La température. La transmission de L'A. pLSL par Les graines

est d'autant pLus importante que Les températures sont pLus

basses; cette différence est accentuée pour Les Lots ayant

subi une imbibition avant Leur inocuLation. Ainsi,iL y a

une forte réduction de La maLadie pour Les graines incubées
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Fig. 91: ProtocoLe expérimentaL réaLisé pour La transmission

par La graine de L'Ascochyco pLSL Lib. variation

de La Levée en fonction des températures d'incubation
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TabLeau 20 INFLUENCE DE LA TEMPERATURE ET DE L'IMBIBITION
SUR LA TRANSMISSION D'Ascochyta pLsL Lib. PAR LES �RAINES

Conditions

Température

Graines imbibées Graines non imbibées

%
Levées

%
Contamination

%
Levées

%
Contamination

30°C

22°C

22°C

22°C

12oC

12°C

SoC

SoC

*

22°C

12°C

5°C

22°C

22°C

97 3 96 o

�

17
N

00100 1 1 96

27

72

38

73

100

67

22°C 100 22 91

22°C 100 28 88

100 17 94

100 28 91

91 85 78

88 53 97

* temps et conditions d'incubation sont présentés
dans La figure 91
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à 30?C, aLors que pour Les Lots incubés à des températures

nettement inférieures, La transmission peut atteindre Les

100% (cas des graines incubées à SoC et n'ayant pas été

imbibées au préaLabLe).

3.4.3.2. INFLUENCE DE LA RESISTANCE VARIETALE

DE. POIS ET DE LA PATHOGENICITE DES

ISOLATS D'Ascochyco pLSL Lib., SUR

LA TRANSMISSION PAR LA GRAINE

Les recherches effectuées sur Les conditions

de La transmission de L'anthracnose du Pois par Les semences

ont permis de répondre à deux questions importantes:

La transmission de La maLadie par La graine est-eLLe

modifiée par La nature de L'hôte (résistance variétaLe)?

- Tous Les isoLats ou races ont-iLs Les mêmes degrés de

transmission par La graine?

A cet effet, une inocuLation des graines de

variétés de Pois ayant montré des niveaux de résistance très

différents a été réaLisée par un certain nombre d'isoLats ou

de race d'A. pLSL.

Les résuLtats présentés dans Le tabLeau 21

permettent de constater que La transmission du pathogène est

�randement infLuencée par Le niveau de résistance de La pLante­

hôte. Comparativement aux cuLtivars très sensibLes("Frisson"

et "Ami no"), Le cuLtivar "FinaLe" (Considéré comme hautement

résistant) a manifesté un faibLe pourcentage de passage du

champignon au niveau des �arties aériennes.
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Tab l , 21: ,Transmission de d i f f
è

r-e nts isoLats

d'Ascochyco p�s� sur trois cuLtivars de Pois

(Frisson, Amino et FinaLe).

Cultivars Frisson Ami no FinaLe

Isolats
%levées %infectées %levées %infectées % levées %infectées

A. p i.s � (Colla) 100 1 5 95 10 85 5

A. P t.s i, (EA23) 90 10 100 15 90 0

A. p Ls i, (EK2) 95 15 100 25 75 0

A. P l.s � (DP12) 100 10 100 1 5 85 0

A. P i.s i, (MOU) 85 5 95 10 90 5

A. p Ls l, (BS) 90 25 100 20 90 5

A. p Ls l, (Tezier) 95 5 100 5 85 0

A. p l.s L (AI2N°4) 100 1 0 100 20 85 5

A. p i.s � (L/G) 90 25 100 30 90 1 0

A. p i.s t, (GIR) 100 10 95 5 90 5

A. P i.s i, (10908) 95 35 100 40 85 0
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De même, iL sembLe y avoir une certaine cor­

réLation entre La viruLence des isoLats teLs que A. pLSL
(L/G) et A. PLSL (B.S.) et L'importance de La transmission.

Mais, Le pLus fort pourcentage d'attaque a été obtenu sur

Le cuL t i var • A mi 11 0" i no cuL é par A. p i, S L (1 0908), cuL t i var

à partir duqueL L'isoLat avait été initiaLement isoLé.

Par contre, L'isoLat A. pLSL (Tezier), Le

moins pathogène de toutes Les souches étudiées, a présenté

Le pLus faibLe degré de transmission.

3.4.5. DISCUSSION

En étudiant Le pouvoir pathogène et La spé-
ciaLisation parasitaire des espèces d'Ascochyto, nous avons

montré, au niveau des Légumineuses, La présence de deux

groupes d'espèces pathogènes. D'une part; des espèces très

poLyphages comme A. pLnodes et A. pLnodeLLo (= Phomo medLco-

gLnLs var. pLnodeLLo). D'autre part, des espèces d'Ascochyto
se caractérisant par un degré de spécificité très éLevé vis­

à-vi s de Leurs hôtes (A. pLSL, A. fc b c e , A. r cb i.e i. et A.

vLcLoe). Les deux premiers espèces inféodées habitueLLement

aux cuLtures de Pois ont été isoLées à partir de La pLupart
des autres Légumineuses: VLCLO fobo , VLCLO SOtLVO, CLcer

orLetLnum, Lothyrus sp.et PhoseoLus vuLgorLs. ELLes sont signa­
Lées par beaucoup d'auteurs sur cette famiLLe de pLantes cuLti­

vées (SPRAGUE, 1929; GROVES, 1967; PUNITHALINGAM et HOLLIDAY,
1972 et 1976; RICHARDSON, 1979 et 1983; SUTTON, 1980).

Contrairement à ce qui est généraLement rapporté par cer­

tains auteurs (SPRAGUE, 1929; LEACH, 1962), dans Le deuxième

groupe, Les deux espèces A. pLSL et A. vLcLoe très souvent

c0�f0ndues, se sont montrées, dans notre étude, hautement
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spécifique de Leur hôtes respectifs: PLsum et VLCLO SOCLVO.

De pLus, La caractérisation morphoLogique et cuLt8raLe que

nous avons déjà présentée, permet de considérer ces deux

espèces fongiques comme étant bien distinctes.

Ces résuLtats rejoignent Les descriptions

faites par ONDREJ (1968) qui a identifié pLusieurs espèces

d'Ascochyto (A. v i.c i.oc A. v i.c l.o e r v i.Lt.o s o , A. punccoco,

A. o n ob r-u c h i.o Ls et tl. "LCrLI)ycnLdLcoLo), isoLées à partir
de différentes Vesces.

En ce qui concerne cette même catégorie

d'espèces hautement spécifiques, nous confirmons Les résuL­

tats obtenus par certains auteurs, notamment pour A.LencLs

(GOSSEN et aL., 1986 � KAISER et HANNAN, 1986), A. robLeL

(KAISER, 1973; AMEZIANE, 1979) et A. toboe (BEAUMONT, 1950;

P�NITHALINGAM et HOLLIDAY, 1975), qui ne passent que sur

Leurs hôtes respectifs.

L'A. pLSL,

En ce qui concerne Le cas particuLier de

L'étude approfondie du pouvoir pathogène de

cette espèce à L'égard des principaLes Légumineuses (ino­

cuLation artificieLLe des graines et des pLantuLes) confirme

La spécificité de cette espèce. En dehors du Pois, A. pLSL
n'a montré aucun pouvoir pathogène à L'égard des espèces de

Légumineuses considérées comme pLantes hôtes par SPRAGUE

(1929), PUNITHALINGAM et HOLLIDAY (1972) et SUTTON (1980) teLLes

que VLCLO fobo et V. SOCLVO, PhoseoLus vuLgorLs, Lochyrus
ochrus et L. c i.n q i.c o n u s , 1 L faut noter encore que Le comporte­

ment poLyphage de cette même espèce, rapporté par BUCHANAN (1987),
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sur Les diverses Légumineuses n'a pas été confirmé. De même

Les inocuLations artificieLLes avec A. v�c�oe A. Lenc�s, A.

fabae et A. rab�e� n'ont pas entraîné d'attaque sur P�sum

s o c Lv um .

En concLusion de cette étude, nous constatons

La difficuLté d'étabLir une systèmatique des Ascoch�co spp.

au niveau des Légumineuses. Si pour certaines espèces,

L'hôte peut constituer à Lui seuL un critère fondamentaL

pour L'identification de L'espèce pathogène, pour d'autres

espèces, iL est nécessaire de prendre en considération aussi

bien Les caractères morphoLogiques et cuLturaux du champignon,

que La spécificité parasitaire.

Les recherches entreprises pour caractériser

La variabiLité génétique du pouvoir pathogène de L'A.p�s�,
ont permis d'une part, d'identifier en ALgérie La présence de

différentes races ou pathotypes et, d'autre part, de Les compa­

rer à ceux existant en France. A L'aide de La gamme d'hôte dif·

férentieLLe standardisée et préconisée par COUSIN et HUBBELING

(1972, 1984) pour La détection des races physioLogiques de ce

pathogène, iL a été possibLe de regrouper Les isoLats testés en

trois races principaLes. A La race C ou race III, nous ratta-

isoLats A. p�s� (EA23 ' CoLLa, AL2 N,4 , (10908

et �P12)' PLusieurs auteurs (LEWIS et MATTHEW S, 19�6;

chans Les

DARI;!·Y et al. , 1986) considèrent cette race comme étant

La pLus aggressive et La pLus répandue en Europe. Une nouveLLe

race voisine de C et de La race IV est représentée par Les isoLats

A.pLsL (GIR • 'BS, MOU , EK2 et., TEZIER). Enfin, L'isoLat,

A.pLsL (L/G) s'est révèLe particuLièrement viruLent même sur

Les cuLtivars "Rondo" et "Fi,naLE''', habitueLLement reconnus
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comme résistants. Ce dernier pathotype qui paraît assez

nouveau à notre avis, a une virulence qui diffère de toutes

les races identifiées jusqu'à présent en France par COUSIN

(1972, 1984) et ALLARD (Communication personnelle). Cet

isolat pourrait correspondre à la race 5 ou 6 décrite en

Pologne par WECRZYCKA (1984). Quant aux deux premières

races prédominantes, de nombreuses similitudes ont été

établies entre celles isolées en Algérie et en France;

certaines ne diffèrent entre elles que par leur niveau

d'aggressivité. Il n'est pas exclu que ces différences

n'aient pas une origine génétique. On peut faire l'hypo­

thèse de la présence au sein de ces races de biotypes dif­

férents (ALI et al., 1976; WEGREZYCKA, 1984). D'autres

exemples illustrant ce type de variation du pouvoir patho­

gène des Ascochyco en général, nous sont donnés par les

travauxdeVIR et GREWAL (1974) ainsi que par ceux de REDDY

et SINGH (1983) concernant A. robLeL, agent responsable de

l'anthracnose du Pois Chiche.

Enfin, en mettant en évidence la grande varia­

bilité du pouvoir pathogène de l'A. pLsL (races physiologi­

ques, biotypes) et les limites qui caractérisent la résistance

génétique des Pois actuellement cultivables, nous montrons

la difficulté accrue pour établir un programme d'amé­

lioration génétique à l'égard de tous les gènes de virulence

de l'A. p i.s i, . Dans notre cas précis, parmi tout le matériel

végétal testé, aucun cultivar n'a montré une résistance

totale à l'égard des pathotypes étudiés. Heureusement

que le comportement particulier des cultivars

et "Finale' ayant des gènes de résistance d'un niveau assez

élevé à l'égard des races les plus répandues, constitue une
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source potentieLLe à vaLoriser pour L'améLioration génétique
du Pois à L'anthracnose causée par L'espèce A. p�s�. IL n'en

demeure pas moins que L'apparition de nouveLLes races pLus
viruLentes (type L/G), par L'un des mécanismes décrits par

KIRALY (1974) et WEBSTER (1974), peut constituer un danger

menaçant, si Les conditions de cuLture venaient à favoriser

Leur extension. En attendant chez Le Pois, L'exempLe donné

par La mise en évidence du pathotype (A. p�s� L/G) iLLustre

bien La compLexité et Les possibiLités d'expression phéno­

typique des cuLtivars à L'égard des gènes de viruLence de

L'espèce A. p�s� comme décrit par DARBY et aL. (1986).

Quant aux résuLtats obtenus sur Les conditions de

transmission du pathogène par La graine, ceux-ci ont indiqué
comment L'action indirecte et déterminante de La température,

infLuence Le passage du champignon de La graine à L'épicotyLe

et, uLtérieurement, son instaLLation au niveau des organes

aériens de La pLantuLe.

D'une manière généraLe, Les températures éLevées

favorabLes à une Levée pLus rapide, sembLent réduire La trans­

mission du champignon. Par contre, aux températures assez bas­

ses, La vitesse de La Levée étant raLentie, Le champignon a Le

temps de s'instaLLer avant que Les pLantuLes ne Lèvent.

Les conditions sont aLors réunies pour permettre une transmis­

sion maximaLe. De mime, L'action d'un autre facteur a été mise en

évidence: L'imbibition des graines peut augmenter ou

diminuer Le degré de transmissibiLité du champignon. En

effet, des graines préaLabLement imbibées, ont Leur vitesse

gLobaLe de germination pLus grande, entrainant une Levée

pLus rapide; Les pLantuLes échappent ainsi à La contamination.
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Dans les deux cas, la relation étroite,existant entre

la vitesse de germination et la transmission du champignon,

peut s'expliquer par le fait que lorsque la levée est rapi­

de, le pathogène n'a pas le temps de s'installer au niveau

des organes de la plantule.

Ces résultats obtenus expérimentalement en

laboratoire, confirment nos observations faites à la suite

d'essais réalisés dans différentes conditions climatiques

en Algérie (BOUZNAD, 1976). En étudiant l'�ncidence

d'un lot de semences de Pois contaminé par A. p�s�, dans

différentes zones de cultures, nous avions constaté que

les dégâts étaient beaucoup plus importants dans les zones

où les basses températures avaient retardé la levée de trois

semaines •• En revanche, dans les zones où un climat plus

doux avait permis une levée plus rapide, l'attaque était

moindre.

Ces résultats sont comparables aux observa·

tions rapportées par LIMASSET et DARPOUX (1951), à propos

de l'action des basses températures sur la transmission

des pathogènes. Dans la même optique, ANSELME (1967) con·

sidère que tout ce qui peut favoriser un ralentissement

de la croissance d'une plantule, augmente les chances de

contamination.

Dan� le cas de la transmission de l'anthrac­

nose du Pois aussi bien par les semences que par les débris

de culture, nous pouvons supposer de la même façon que tout

facteur qui contribue au ralentissement de la levée, favori­

serait une contamination des plantules dans le sol.
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Le dernier aspect de L'étude du pouvoir patho­

gène de L'A. pLSL, a été consacré aux déterminants génétiques

de L'hôte et du pathogène sur La transmission de L'anthracno­

se du Pois par La semence. UniverseLLement, iL est bien con­

nu que Le déveLoppement d'une maLadie queLconque n'est pas

uniquement Lié aux seuLes conditions cLimatiques: tempéra­

tures et humidité parmi Les pLus importants. D'autres fac­

teurs Liés au pathogène Lui-même et à L'hôte, conditionnent

L'étabLissement de La maLadie.

Dans Le cas de La transmission de L'A. pLSL

par La graine, nous avons montré qu'eLLe était égaLement

déterminée par Le degré de compatibilité de L'hôte avec Le

pathogène. Ainsi, en comparant des cuLtivars sensibLes avec

d e s cuLtivars résistants, Les pLus forts taux de transmis­

sion sont obtenus avec Les cuLtivarssensibLes. De même,

Les pLus forts pourcentages de transmission sont généraLement

observés avec Les races pLus viruLentes. Cependant, Les

écarts Liés à La nature génétique sont pLus réduits compara­

tivement à L'action de La température.
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3.5. ETUDE EN M.E.B. DES RELATIONS HOTE-PARASITE:

GERMINATION ET PENETRATION DE L'Ascochyto pLSL
CHEZ UN HOTE SENSIBLE ET UN HOTE RESISTANT

Les résuLtats précédents ont montré que certains

cuLtivars de Pois présentaient à L'égard de certaines races

d'A. pLSL, un niveau de résistance assez éLevé. L'existence

de ce type de matérieL végétaL nous a incité à approfondir nos

connaissances sur Les modaLités de La résistance du Pois à ce

pathogène. A cet effet, tous Les stades de La germination et

de La pénètration du champignon ont été anaLysés en M.E.B. sur

deux types d'organes: Les foLioLes et Les épi cotyLes. Au préa­

LabLe Le matérieL végétaL sain a fait L'objet d'une étude dé­

taiLLée.

3.5.1. PRESENTATION DE L'HOTE SAIN: ASPECT DE LA

SURFACE CUTICULAIRE DU POIS (PLsum sotLvum)

Les observations présentées dans Les figures

montrent que La surface épidermique des cuLtivars de

Pois étudiés est entièrement recouverte de cires cuticuLaires.

ALors que Le nombre de stomates foLiaires est peu variabLe

d'un cuLtivar à L'autre (Figs 92 et 93), par contre L'impor­

tance de La couche épicuticuLaire varie en fonction des fac­

teurs suivants:

L'organe végétaL

L'examen de La surface des différents organes

réveLe qu'iL y a davantage de cires cuticuLaires sur Les

foLioLes (Figs 94 et 95) que sur Les entre-noeuds ou épi-

cotyLes (cf: ri9'19' ) . De même, L'aspect cristaLLin des cires

varie d'un organe à L'autre. Les arêtes sont différentes



Fig, 92: Aspect général en M,E,6, de la flal supérieure d'une foll01e
d'un cultivar résistant. A cette échelle, seuls les stomates (
et les limites cellulaires sont identifiables,

de Pois
.)

FIg, 93: Mêmes observations au niveau de l'hôte sensible, On ne distingue
pas de grandes différences avec la figure précédente,

Fig, 94 : Détail de la surface supérieure des folioles de l'hôte résistant. La technique du
cryo-scanning met en évidence l'abondance des cires épicuticulaires (C1), Les
arêtes des cristaux de cires sont souvent perpendiculaires les unes aux autres,

Fig, 95 : Détail de la surface supérieure des folioles de l'hôte sensible, La densité des cires
est légèrement moins importante,

Fig. 96: Aspect des cires de la face inférieure des folioles de l'hôte résistant.
Morphologiquement, les cristaux de cires sont différents de ceux observés sur la
face supérieure,

Fig, 97: Aspect des cires de la face inférieure de l'hôte sensible. La densité des cristaux est
moins importante que celle observée précédemment chez l'hôte résistant.
Dans les deux cas, les stomates indiqués par la fléche blanche sont moins riches
en cires que le reste de la surface,
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seLon qu'iL s'agit d'entre-noeuds ou de foLioLes. ELLes sont

aLLongées, Large en profondeur et souvent à angLe droit sur

Les foLioLes (Figs 94 et 95). Au niveau des épi cotyLes et de

La face inférieure des foLioLes, Les cires cuticuLaires sont

d'aspect épineux et de taiLLe beaucoup pLus réduite (Figs 96et97l.

- L'âge de L'organe végétaL

Une étude pLus détaiLLée des foLioLes a été

réaLisée par LAMARQUE et ALLARD (Communication personneLLe,

1985), en fonction de Leur stade évoLutif. Ces chercheurs ont

constaté une certaine hétérogéné,té des dépôts de cires cuti­

cuLaires; pour un même organe, Les régions Les pLus évoLuées

présentent des amas de cires cuticuLaires beaucoup pLus denses.

- La variété

Contrairement à ce qui a été observé au niveau

des types d'organes (foLioLes ou entre-noeuds) et seLon Le

stade végétatif, La densité des cires cuticuLaires varie reLa-

tivement peu d'un cuLtivar à L'autre. Cependant, même si La

différence reste faibLe, iL n'en demeure pas moins que par

rapport aux cuLtivars sensibLes "Frisson et MerveiLLe de

KeLvedon", (Figs 94et96l. Les cuLtivars résistants "FinaLe"

et "Rondo" (Figs 95et97) ont une densité pLus éLevée de

cires notamment au niveau des épicotyLes. La différence entre

La face inférieure et La face supérieure des foLioLes y est

pLus accentuée.
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3.5.2. MODALITES DE GERMINATION DE L'Ascoch�to pLSL

SUR UN HOTE SENSIBLE ET UN HOTE RESISTANT

Lorsque nous avons étudié La germination des

spores d'A, pLSL Ln vLcro (goutte pendante, Lame géLosée ou

support en ceLLophane), nous avions décrit une germination
se faisant essentieLLement par Le déveLoppement de deux tubes

germinatifs. Par contre, dans Les observations réaLisées

Ln VLVO et présentées par Les figures 98 à 103, La germina­

tion des spores à La surface de L'hôte donne Lieu à La forma-

tion de 1 à 4 tubes germinatifs. D'un point de vue physioLogi-

que, cette germination des spores paraît donc être modifiée

par La nature du substrat. Sur un même type d'organe, L'étude

comparative effectuée entre un cuLtivar sensibLe et un résistant,

ne montre pas de différences sensibLes ni sur Le pourcentage de

germination, ni sur La Longueur des tubes germinatifs CtabL.22).

Par contre, Les différences de Longueur sont

importantes seLon L'organe considéré: foLioLe ou épi cotyLe.

La croissance des tubes germinatifs précédant La pénétration
est très réduite sur épi cotyLes ( < 2 �m Fig. 102), aLors

que sur foLioLes, Leur Longueur peut ù��asser 25 �m (Fig.103).

Ce comportement variabLe de L'A, pLSL à La

surface de L'hôte est pLutôt Lié à L'importance de La présen­
ce des dépôts de cires cuticuLaires, qu'à La résistance phéno­

typique de L'hôte.



Fig. 98: Observations en M.E.B, après la technique du point critique, d'une conidie (Co)
germant avec un seul tube germinatif (G). Ce dernier relativement court, pénètre
après formation d'un appressorium (App).

Fig. 99: Aspect d'une conidie (Co) germant avec deux tubes germinatifs (G), de longueur
Inégale. La pénétration ( � ) de l'un d'eux se fait après formation d'un

appressorium (App) . Le point de pénétration est assez proche d'un stomate (st).

Figs 100 et 101 : Autres cas de germination des conidies (Co) avec un seul tube germinatif
(G) et pénétration après formation d'un appressorium (App). Noter la bonne
conservation du matériel fongique ( _ et - ).

Fig. 1 02: Germination d'une conidie (Co) avec trois tubes germinatifs (G). Au point de

pénétration (� ), on observe un renflement sous cuticulaire ( • ).

Fig. 103 :Germination d'une conidie (Co) avec émission de quatre tubes germinatifs (G).
L'un d'entre eux pénètre ( � ) sans formation d'appressorium.
Comparativement aux observations après le point critique, le cryoscan conserve

bien 16 surface foliaire, mais le matériel fongique est très souvent affaissé.



 



TabL. 22: RésuLtats de La germination des pycniospores d'Ascoch�co pLSL Lib.
obtenus à partir d'observations en M.E.B.

E P c 0 t Y e s

F 0 o e s

Pénétration
sans

Pénétration
avec

Pénétration PénétrationLongueur
en I-tm

Longueur
en I-tm

" Germ.
X Germ_sans

appressorium
avec

appressorium appressorium appressorium

Merveillede
Kelvedon 94 25 16 49 89 15 11

Frisson 90 23 14 59 92 17 13

Rondo 89 27 13 48 85 19 9

Finale 93 22 10 43 87 20 11

57

65

54

47

�

...
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3_5.3. MODALITES DE PENETRATION DE L'Ascochyta pLSL

CHEZ LES COUPLES COMPATIBLE (SENSIBLE) ET

INCOMPATIBLE (RESISTANT)

Après avoir étudié quelques aspects du processus

germinatif des spores à la surface de l'hôte, nous avons examiné

ensuite l'initiation de l'infection. Nous nous sommes alors

intéressés plus particulièrement aux voies et aux modalités de

pénétration du champignon, en relation avec le type de matériel

biologique.

3.5.3.1. STRUCTURE FONGIQUE DE PENETRATION

Comme cela a été largement mentionné dans la

littérature (ELLINGBOE, 1968; AIST, 1976; RIJKENBERG et al.,

1980; WYNN et STAPLES, 1981;, KOLATTUKUDY, 1985), la pénétra­

tion des plantes par les champignons se fait, soit passivement

à travers les ouvertures naturelles et les blessures, soit

activement à travers la surface intacte de l'hôte. Dans le

deuxième cas, la pénétration directe de la cuticule est soit

mécanique, par les forces exercées par le champignon, soit

enzymatique par dégradation de la cuticule en sécrétant des

cutinases, ou encore par la combinaison des deux à la fois.

Les résultats présentés dans ce chapitre tentent

d'élucider les modalités de pénètration du Pois par A. pLsL.

Les figures 104 à 109 montrent que la pénétra�

tion de l'hôte est très souvent précédée par la formation d'un

renflement de la zone terminale du tube germinatif. Cet orga-

ne, en forme d'ampoule, appelé communément appressorium, permet

au champignon de se fixer avant de pénétrer. A partir de ce

stade, les évènements conduisant à la pénétration du parasite

dans les cellules de l'hôte ne sont plus observables.



Figs 104 et 105 : Détail de tubes germinatifs (G). Au point de pénétration (_). l'hyphe
germinatif se termine par un renflement: l'appressorium (App). Il
conditionne très souvent la pénétration.

Fig. 106 :Détail de la partie terminale d'un appressorium (App). Son extrémité forme une

pointe ou "peg" (_) qui permet très probablement au champignon de perforer
la cuticule et de pénétrer. La cloison ( -+ ) indique que l'appressorium (App) est
un organe qui se différencie il partir de l'hyphe germinatif.

Fig. 107 : Détail d'un autre appressorium (App), avec sa pointe de pénétration
aplatie contre les cires cuttculelres,

Fig, 108 : Détail d'un tube germinatif (G) pénétrant il travers les cires sans formation
d'eppresscrfum, Au point de pénétration indiqué par la flèche blanche,
l'hyphe n'est pas renflé,

Fig. 109: Aspect de la germination de plusieurs conidies (Co) à la surface des éplcotvles.
Les pénétrations ( - ) interviennent par des tubes germinatifs relativement

courts et entrainant la formation d'énormes renflements vésiculaires
sous-épidermiques ( * ).



G
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Cependant, Les figures 106 et 107 suggèrent L'éventuaLité d'une

pénétration par L'intermédiaire d'un organe assez pointu, capab­

Le de perforer La cuticuLe. Les auteurs angLosaxons désignent

par "peg", cette partie terminaLe pointue, qui permet à cer­

tains champignons de pénétrer dans L'hôte. Notons toutefois

que dans queLques cas iL y a pénétration sans formation

d'appressorium (Fig. 108).

Dans de nombreux cas, nous avons égaLement

observé La formation d'un renfLement sous-cuticuLaire en

forme de fuseau ou d'ampouLe (Fig. 109). CeLui-ci est net­

tement visibLe avec Les épidermes des épi cotyLes moins pour­

vus de cires cuticuLaires. IL est identique pour Les deux

coupLes compatibLe et incompatibLe.

Nous pensons qu'iL s'agit, soit de La formation

d'un "appressorium" sous-cuticuLaire, soit d'une augmentation

de La taiLLe de L'hyphe infectieuse qui provoque un décoLLe­

ment de La cuticuLe et de La paroi épidermique.

3.5.3.2. VOIES ET DELAIS DE PENETRATION

Indépendamment du niveau de sensibiLité ou de

résistance génétique du Pois à L'A. pLsL , La pénétration

du pathogène se fait exceptionneLLement par Les stomates

(Fig. 110) ou pLus fréquemment dans Le cas de pénétration

tardives. Sinon, iL arrive même souvent que Le tube germina-

tif passe au dessus d'un stomate sans montrer une queLconque

tentative de pénétration (Fig. 111).



Fig. 110 :Pénétration d'un tube germinatifs (G) à travers un stomate (st). Noter
l'absence d'appressorium.

Fig. III : Hyphe germinatif (G) passant au dessus d'un stomate (St) sans y pénétrer. La
formation de l'appressorium (App) se fait plus loin.

Fig. 112 : Exemple de pénétration préférentielle au niveau des Hmites cellulaires
( - ). Le tube germinatif (G) s'est dirigé manifestement vers la zone de moindre
résistance (moins de cires) pour former un appressorium (App).

Fig. 113 : Mode de répartition des cires épicuticulaires (Ci) en fonction de la topographie
superficielle de l'hôte. Les zones synclinales ( * ) sont plus riches en cires Que
les zones anticl1nales (-) entre deux cellules et encore moins entre plusieurs
cellules ( * ).

Figs 114 et 115 : Aspect général des tissus de l'hôte durant les premiers stades de la
formation de la nécrose. Deux zones bien dmérentes peuvent être
distinguées: une zone de cellules normales (0) et une zone où les cellules se sont
affaissées ( * ) sous l'action des hyphes mycé liens.
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En revanche, L'entrée des tubes germinatifs

s'effectue Le pLus souvent directement à travers La cuticuLe.

IL arrive que La pénétration se fasse préférentieLLement aux

points de jonctions des ceLLuLes épidermiques contigües

(Fig. 112). Ces zones sont souvent moins riches en dépôts

de cires cuticuLaires (Fig. 113).

En ce qui concerne Les premiers stades de La

pénétration du champignon, des observations écheLonnées dans

Le temps, ont permis d'en préciser Les déLais. P Lus Les tubes

germinatifs ont un déveLoppement superficieL important, pLus

Le début de La pénétration est retardé. Ces déLais sont dé­

terminés par Le type d'organe considéré, foLioLes ou épi cotyLes

et, notamment, par L'importance des cires cuticuLaires.

Les temps Les pLus courts ont été observés au niveau des orga­

nes Les moins riches en cires.

D'une manière généraLe, La pénétration chez

Les coupLes compatibLes intervient à partir de 12h d'incuba­

tion. Entre 16 et 21 h eLLe est reLativement abondante et

au-deLà de La 30ème heure, Le feutrage mycéLien est teL

qu'iL devient difficile d'étabLir une notation. Pour Les

hôtes résistants, une Légère augmentation de La croissance

des tubes germinatifs a été constatée; eLLe se traduit par

une Légère réduction du nombre d'appressoria formés (cf.

tabLeau 22).

Lorsque L'infection est effective, après

48 h d'incubation, L'imitiaticiln'de La formation de La nécro­

se débute par un affaissement des ceLLuLes épidermiques, et

entraîne une modification de L'aspect superficieL de L'hôte_

(Fig. 114 et 115).
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3.5.3.3. PENETRATION DE LA CUTICULE

Au cours de travaux réaLisés sur Les modaLités

de pénétration directe de La cuticuLe par Les parasites fongi­

ques MARTIN et aL. (1982), et pLus récemment KOLATTUKUDY (1985),

ont mis en évidence La participation de cutinases sécrétées par

FusarLum soLanL f.sp p i.s L et par CoLLec:ot:rLchum gLoeosporLoLdes
Lors de La pénétration dans Leurs hôtes respectifs, PLsum sac:L­

vum et CorLco papa�a.

Une étude comparabLe a été menée en M.E.B. en

inocuLant des épi cotyLes et des foLioLes de Pois à L'aide d'une
6

suspension de spores (10 spores/mL) d'A. pLsL et de FusarLum

soLanL f.sp. pLsL contenant ou non un inhibiteur des cutinases:

Le Di-isopropyLfLuorophosphate à La concentration de 0,13 mM.

La majorité de ces inocuLations artificieLLes

a abouti à La formation d'une nécrose avec A. pLsL, mais aucun

symptôme d'attaque n'a été noté pour FusarLum soLanL f.sp. pLsL.

Des observations de contrôLe effectuées Ln

vLc:ro (sur membrane de ceLLophane) ont montré que La germina-

tion des spores n'a pas été affectée. A La surface des tissus,

nous avons noté La germination des spores puis un aLLongement

iLLimité des tubes germinatifs du FusarLum soLanL f.sp.pLsL.

sans pénétration (Fig. 116). Par contre, La germination des

spores d'A. pLsL en présence de L'inhibiteur est suivie par

une pénétration du champignon (Fig. 117 à 119) dans Les mêmes

proportions que ceLLes obtenues avec une suspension de spores

ne contenant pas L'inhibiteur et utiLisée comme témoin (Fig.120

et 121).

Cette expérimentation est seuLement préLiminaire

et ne permet pas de concLure à une pénétration directe excLusive

de L'A. o Ls i., Un meiLLeur moyen serait L'utiLisation d'anticorps

spécifiques de La cutinase de ce champignon.



Fig. 116 : Comportement d'une conidie de rtJStJrlBm $OlMi f.sp. pisi, en présence de
l'inhibiteur de cutinase : le üt-fsopropvlüuorophosphete (DPF), La conidie
(Co) germe normalement, cependant la croissance de l'hyphe germinatif est
illimitée la (flèche blanche), sans pénétration.

Figs 117 à 119 : Comportement des conidies (Co) d'Asm1lyto pisi en présence du même
inhibiteur, à la surface d'épicotyles sensibles, Les conidies germent
normalement par plusieurs tubes germinatifs (G) et la pénétration
intervient avec ou sans formation d'appressorium (App).

Fig. 120 : Germination des conidies (Co) d'A. pisi en présence du DPF à la surface des
folioles. Comme les cas précédents, les conidies germent normalement par
plusieurs tubes germinatifs (G) puis pénètrent en formant des vésicules

sous- épidermiques ( * ).

Fig. 121 : Aspect de la germination et de la pénétration au niveau de l'hôte témoin inoculé
par A. pisi sans DPF.

Figs 122 et 123 : Germination et pénétrati\)n de l'Acocllyto pisi sur folioles débarasséa 5

mécaniquement de leurs cires ( * ). La pénétration ( .... ) intervient au

niveau de la zone synclinale des cellules par un tube germinatif (G)
court et formation d'une vésicule sous-épidermique ( * ).

Figs 124 et 126 : Aspect de la germination et de la pénétration de l'Asm1lyto pisi sur

épicotyles débarassés des cires épicuticulaires. La pénétration ( .... ) a lieu le
plus souvent par un tube germinatif très court suivi par la formation d'une
vésicule sous-épidermique ( * ). La pénétration a lieu indifféremment aussi
au niveau des zones synclinales ou anticlinales.
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3.5.4. ROLE DE LA CUTICULE ET DES CIRES CUTICULAIRES

COMME BARRIERE PHYSIQUE A LA PENETRATION

Les précédents résuLtats ont mis en évidence

une assez grande variabiLité quantitative et quaLitative des

cires cuticuLaires à La surface des différents organes végé-
tatifs du Pois. Cette hétérogénéité, accentuée par Le stade

de déveLoppement des pLantuLes, se traduit par une infLuence

marquée sur Le comportement du pathogène à La surface de
.

L'hôte. Ceci nous a amené à approfondir nos connaissances

sur Le rôLe de La cuticuLe, comme barrière physique à La

pénétration du champignon dans Les ceLLuLes de L'hôte.

Inspiré par Les travaux de MARSCHALL et RUSH

(1980) ainsi que par ceux de STOCKWELL et HANCHEZ (1983),
nous avons suivi, en M.E.B., Les étapes de La germination et

de La pénétration de L'A. pLsL après avoir supprimé mécanique­

ment Les cires épicuticuLaires. Après un teL traitement, La

surface épicuticuLaire des foLioLes et des épi cotyLes (Figs
122 à 126) devient Lisse.

Par rapport aux résuLtats précédemment présen­

tés (hôtes non débarassés des cires), Le comportement du champi­

gnon sembLe être infLuencé par ce traitement. Dans La pLupart
des cas, iL y a une nette réduction de La Longueur des tubes

germinatifs (Figs 125 et 126) et La pénétration est pLus

rapide. On constate aussi qu'eLLe ne se fait pLus systéma­

tiquement au niveau des parois mitoyenn5 des ceLLuLes(Fig.122).

3.5.5. DISCUSSION

En abordant pour La première fois Le comporte­

ment de L'A. pLsL en M.E.B., pLusieurs aspects du processus

initiaL d'infection du Pois par ce champignon ont été précisés.
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Les cires cuticuLaires étant considérés comme

Le premier obstacLe rencontré par Les pathogènes aériens

(POLITIS et WHEELER, 1973; KOLATTUKUDY et KOLLER, 1983), La

surface extérieure des organes des deux cuLtivars a retenu

notre attention.

Les observations ainsi obtenues en cryo-scan­

ning sur Les différents types d'organes: épi cotyLes, faces

inférieure et supérieure des foLioLes, nous ont permis de

constater La grande variabiLité et L'hétérogénéité des dépôts

de cires à La surface de ces organes. Cette variation des

formations cuticuLaires a été Largement décrite par aiLLeurs

chez d'autres espèces de pLantes(POLITIS et WHEELER, 1973;
JEFFRE et aL., 1976; ROYLE, 1976; MARSCHAL et RUSH, 1980).

D'une manière généraLe, L'aspect cristaLLin des

cires des foLioLes de Pois est comparabLe à ceLui décrit égaLe-

ment par HALLAM et JUNIPER (1971) sur ce même type de matérieL

végétaL. Par contre, sur Les épi cotyLes, non étudiés par ces

auteurs, La densité des cristaux est beaucoup pLus réduite par

rapport à ceLLes des foLioLes.

D'un point de vue technique, iL est important de

signaLer que L'utiLisation du cryo-scanning sur échantiLLon

frais, sans aucun traitement chimique préaLabLe, permet de

conserver intacte La surface du végétaL et d'en observer Les

caractéristiques physiques .. En revanche par La méthode cLas­

sique du point critique, La fixation et Les bains de déshy­
dratation subis par Les échantiLLons, entraînent une dissoLu­

tion des cires cuticuLaires. Des résuLtats sembLabLes ont

déjà été mentionnés par de nombreux auteurs sur d'autres

pLantes (DEFOSSE et DEKEGEL, 1974; ROYLE, 1976; KUNOH, 1976

et 1981; MACNAMARA et DICKINSON, 1981; READ et aL., 1983).

Les données ainsi obtenues ne correspondent pas à L'aspect

réeL de La surface du végétaL. De teLLes modifications rendent
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difficiLe La compréhension des mécanismes de La germination et

de La pénétration du pathogène dans L'hôte.

Cependant, un des avantages de La technique du

point critique, c'est qu'eLLe permet une bonne conservation

de La morphoLogie généraLe du champignon. Ainsi, L'utiLisa­

tion compLémentaire des deux techniques s'avère nécessaire

pour saisir tous Les détaiLs des premiers stades de La péné­
tration.

L'ensembLe des résuLtats obtenus sur Le compor­

tement de L'A. pLSL à La surface de L'hôte a étabLi que Les

évènements précédant La pénétration sont assez identiques à

ceux décrits pour CoLLecocrLchum LLndemuchLonum, C. gLoe Ospo­

rLum, CLodosporLum fuLvum, Bocr�cLs cLnereo, Er�sLphe gromLnLs
et urom�ces phoseoLL (EHRLICH et ERLICH, 1971; MERCER et aL.,

1971; PARBERY, 1981).

QueLLe que soit La nature génétique des cuLti-

vars utiLisés et Le type d'urgane inocuLé, foLioLe ou épicotyLe,
dans tous Les cas, La germination des conidies est suivie par

une croissance pLus ou moins Longue des hyphes germinatifs; La

pénétration est Le pLus souvent précédée par La formation d'un

appressorium.

En ce qui concerne La Longueur des hyphes ger­

minatifs, des variations importantes ont été notées en reLa­

tion avec La morphoLogie extérieure des cuLtivars. IL a été

notamment observé un aLLongement pLus importants des tubes

germinatifs sur Les organes présentant un pLus grand recouvre

ment par Les dépôts de cires (cas, des folioLes). Sur Le.

épi cotyLes, moins riches en cires ou sur Les foLioLes débaras­

sées artificieLLement de Leurs cires, La pénétration s'effec­

tue Le pLus souvent après une croissance très réduite des

tubes germinatifs. De même, dans de nombreux cas, La pénétra­

tion s'initie dès que Le champignon rencontre des points de
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jonction des cellules épidermiques, zones relativement moins

riches en dépôts cireux. Cette voie préférentielle a été assez

fréquemment observée chez d'autres champignons (PRING, 1980 ;

STOSEL et al., 1980; WYNN et STAPLES, 1981).

Les cires cuticulaires peuvent avoir une action

inhibitrice sur la germination et sur la croissance des champi­

gnons (MARTIN, 1965, SYJNBERG, 1973; BLACKEMAN et ATKINSON, 1976;

MARSCHAL et RUSH, 1980; CONTI et al., 1985). Dans le cas du

Pois, les dépôts cireux auraient plutôt un rôle physique que

chimique pour retarder ou empêcher l'infection. L hypothèse
d'une inhibition liée à la présence de substances antifongiques
dans les cires cuticulaires n'est pas alors envisageable. A

quelques exceptions près, la germination et la croissance des

tubes germinatifs s'effectuent normalement à la surface des

différents organes.

Pour les modalités de germination elles-mêmes,
il a été constaté que contrairement à d'autres champignons

pouvant donner des tubes germinatifs ramifiés comme le CoLLe­

cotrLchum coccodes (DELON, 1975), ou le P�reno phora ceres

(HARGREAVES, 1982), à aucun moment A. pLSL, n'a présenté ce

type de formation. Cependant, la germination des conidies

peut donner naissance à un ou plusieurs tubes germinatifs

de longueur éventuellement inégale. La pénétration intervient

alors à travers la cuticule, après formation d' un appréssorium.
Nous n'avons pas observé une dissolution des cires cuticulaires

comme cela a été signalé pour Er�sLphe gramLnLs (KUNOH et al.,
1 978) •

Contrairement aux résultats antérieurs obtenus

sur le même couple P. s o c i.vurn 1 A. pLSL par HEATH et WOOD(1969)

en microscopie photonique, tres peu de cas d'entrée par les

stomates ont été observés. Les pénétrations s'accompagnent
le plus souvent par la formation d'un renflement mycélien
sous-cuticulaire.
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Ce type de structure, pourrait correspondre, soit

à une simpLe augmentation de La taiLLe de L'hyphe infectieuse,

soit à un artéfact dû au décoLLement des ceLLuLes épidermiques,

soit à La formation d'une vésicuLe comparabLe à ceLLe décrite

chez certaines espèces comme Le CoLLecocrLchum LLndemuchLonum

(O'CONNELL et aL., 1985) et Le Pyrenophoro ceres (KEON et

HARGREAVES, 1983).

Par aiLLeurs, des observations compLémentaires

obtenues en utiLisant Le Di-isopropyLfLuorophosphate, inhibi-

teur des cutinases fongiques (KOLATTUKUDY, 1979 et 1980), per­

mettent, de penser que La pénétration directe de L'A. pLSL à

travers La cuticuLe, s'effectue pLutôt mécaniquement. Par

contre, dans Les mêmes conditions, Le FusorLum soLonL f.sP.pLsL

utiLisé comme témoin dans notre expérimentation, n'a montre aucune

infection. En effet, Le champignon germe normaLement à La surface

de L'hôte et donne une hyphe à croissance iLLimitée. CeLa pour­

rait être dû aussi à une différence de sensibiLité des cutinases

des deux espèces à L'inhibiteur utilisé.

Ces comportements différents de L'A. PLSL et du

FusorLum s o Lo n i, f.SI3 .. nÎ..._"L confirment La pénétration essentieL­

Lement enzymatiqu� pour cette dernière espèce (KOLLER et aL.,

1981 et 1982; KOLLATUKUDY, 1985), et pLutôt mécanique pour

A. pLSL. Cette dernière éventuaLité doit cependant être sou-

mise à une nouveLLe expérimentation.

Toutes ces modaLités de germination et de péné­

tration de L'A. PLSL, examiné sur un coupLe compatibLe (cuLti­

var sensibLe) et sur un coupLe incompatibLe (cuLtivar résis­

tant), ont été précisées par une observation après suppres­

sion mécanique des cires cuticuLaires.

Les rés u L t a t s 0 b t e nus en m 0 d i f i an t artificieL-

Lement La morphoLogie extérieure des cuLtivars du Pois, sont

comparabLes à ceux rapportés par MARSHAll.. et RUCH, (1980)

puis par STOCKWELL et ANCH�L (1983), à prùpos de L'infection

du Haricot par RhLzocconLo soLonL. IL a été constaté notamment
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une augmentation de La sensibiLité pour Les cuLtivars de Pois

compatibLes et une diminution du degré de résistance pour Les

cuLtivars de Pois habitueLLement incompatibLes. De pLus,

indépendamment de La résistance génétique de ces cuLtivars,
Les modaLités de pénétration par A. pLSL, se sont avérées

identiques, tant à travers une cuticuLe de Limbe débarassée

de ses cires, qu'à travers La cuticuLe d'un épicotyLe qui en

est normaLement dépourvu. Ainsi L'essentieL des facteurs de

résistance à L'A. pLSL se situent chronoLogiquement après La

pénétration.
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3.6. ETUDE ULTRASTRUCTURALE COMPAREE DES RELATIONS HOTE­

PARASITE CHEZ UN HOTE SENSIBLE ET UN RESISTANT

Les observations réalisées en M.E.B. sur le

comportement de l'A. PLSL à la surface de l'hôte, ont permis
de préciser les modalités de germination du pathogène avant

sa pénétration dans les tissus de l'hôte. Cependant, ces

données demeurent insuffisantes pour expliquer les différen­

ces de réponse du cultivar sensible par rapport au cultivar

résistant. Nous avons ensuite considéré les bases -ultrastruc-

turales du processus d'infection en essayant de preciser les

modifications cytologiques et cytochimiques de l'hôte et du

pathogène. Une première approche de ces évènements a toujours
été faite en microscopie photonique.

Nos observations ont porté d'une manière géné­

rale, sur toutes les étapes du processus d'infection depuis
la pénétration jusqu'à l'établissement de la maladie.

3.6.1. STRUCTURE DES TISSUS DE L'HOTE SAIN

ET DU CHAMPIGNON

Pour comprendre les mécanismes d'une interac-

tion hôte-pathogène, il est indispensable de connaître au

préalable l'état normal des tissus en l'absence de toute

perturbation pathologique. De même, l'ultrastructure de l'agent

pathogène en dehors de toute action des métabolites de la

plante doit être précisée. Ceci est d'autant plus justifié,

lorsqu'il s'agit de comparer deux niveaux de comportement

alors qu'on ignore les déterminants de la sensibilité ou de

la résistance.
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En ce qui concerne l'hôte, les observations

effectuées en microscopie photonique sur les tissus sains, ne

mettent pas en évidence des différences structurales entre le

cultivar sensible (Merveille de Kelvedon) et les résistants

(RonelO et Fin<Jle ). Tant au niveau des épi cotyles (Figs. 127

et 128) qu'à celui des folioles (Figs. 129 et 130), l'organi­

sation générale des cellules épidermiques et du parenchyme sont

identiques, except� l'abondance de chloroplastes dans les

tissus foliaires. Par contre, à l'échelle ultrastructurale,
certaines différences sont décelables au niveau de la cuticule

(Figs. 131 et 132).

Bien souvent, la cuticule est lisse ne présen­

tant plus les aspérités observées en M.E.B. dûes aux cires.

Cependant, lorsque les cires n'ont pas été totalement altérés

par les différents traitements chimiques, elles forment des

indentations très marquées (Fig. 133).

Quant à la cuticule elle-même, les figures

déjà présentées (Figs 131 et 132) obtenues à partir d'obser­

vations réalisées sur les épi cotyles permettent de constater

quelques variations. En effet, si son épaisseur est sensible-

ment la même dans les deux types de cultivars( �2 �m), en revan­

che une structure fibrillaire caractérise le cultivar résistant

(Fig. 131), alors que le sensible en est dépourvu. Sous la

cuticule, la disposition des microfibrilles de la paroi varie

dans le �même sens: beaucoup plus fines et plus denses dans

le résistant (Fig. 132). Ces différences ne concernent que

la paroi tangentielle externe de l'épiderme.

Pour le reste des organites cellulaires (chloro­

plastes, mitochondries, dictyosomes et noyaux), il n'a pas



Fig, 127 : Observation en microscopie photonique d'une coupe transversale d'épicotyle de
Pois sensible (Merveille de Kelvedon), Deux principaux types de cellules :

cellules épidermiques (Cep) et cellules du parenchyme (Cpa) relativement
pauvres en ch lorop lestes,

Fig, 128 : Coupe transversale d'ép icotyLe de Pois montrant la même org8nlsation cellulaire
chez l'hôte résistant (Rondo); pas de différences fondamentales,

Fig, 129 : Coupe transversale au niveau des folioles de Pois sensible, Dans ce cas, les
cellules du parenchyme (Cpa) sont riches en chloroplastes,

Fig,130 : Coupe tranversale au niveau des folioles de l'hôte résistant. Comme
précédemment, noter la présence de nombreux chloroplastes au niveau du
parenchyme (cpe).



•
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été observé de différences entre Les deux types d'hôte

(Figs 134 à 136), cependant chez Le cuLtivar résistant,
on observe La présence pLus fréquente de structures vési­

cuLaires rappeLant Les Lysosomes (Fig. 137). IL reste à

préciser que dans Les deux types de cuLtivars, Les espaces

interceLLuLaires ne montrent aucun dépôt (Figs 134 et 137).

En ce qui concerne Le champignon, Les prin­

cipaLes caractéristiques de son uLtrastructure sont précisées

à partir des observations reLatives à La conidiogenèse (cf.

3.2.2.2.). QueLLe que soit L'origine de La structure

fongique considérée (conidie, ceLLuLe conidiogène ou hyphe

germinatif), L'A. p�SL présente une organisation généraLe

comparabLe à ceLLe qui est habitueLLement rapportée pour

Les champignons. A L'intérieur d'un cytopLasme granuLeux

assez dense et occupant La presque totaLité du voLume de La

ceLLuLe, La pLupart des organites peuvent être distingués;

des différences peuvent exister d'une structure fongique à

L'autre. Si précédemment on avait montré que Les conidies

étaient riches en produits de réserve: gLycogènes, gLobu­
Les Lipidiques (cf. notamment Figs 74, 75, 78 et 79), en

revanche Les hyphes germinatifs (Figs 138 et 140), présen­

tent un nombre éLevé de mitochondries témoin d'une forte

activité métaboLique. Ces mêm� figures de La germination

permettent de distinguer que Le passage du cytopLasme inter­

vient au travers d'un po� formé par La constriction de La

conidie. Aussi bien La conidie mère que Le tube germina-

tif, sont caractérisés par une paroi épaisse, eLLe-même

protégée par une couche muciLagineuse bien visibLe (Fig.

140); La couche interne de La paroi étant moins contrastée.



Figs 131 et 132 : Aspect ultrastructural de la cuticule (Cu) et de la paroi épidermique
(Pep) chez l'hôte résistant et le sensible, la l1mite entre les deux constituants
est nettement distinguable ( .... ). Accumulation au niveau de la cuticule de l'hôte
résistant ( Fig. 131) d'un dépôt recti ligne ( ..... ), absent chez l'hôte sensib le
(Fig. 132). Sous la cuticule, la paroi épidermique (Pep) apparaît feuilletée et
très compacte chez l'hôte résistant et amorphe chez l'hôte sensible.

Fig. 133 : Coupe transversale montrant l'aspect des cires épicuticulaires des folioles
( .... ) après les traitements pour la MET..

Figs. 134 à 136 : Aspect ultrastructural des cellules fol1aires de Pois. Noter
l'organisation classique de ces cellules avec l'absence de tout dépôt dan s les
méets (me).

Fig. 137 : Lomasomes (La) souvent observés chez l'hôte résistant.

-�-----------_. ----_-_.--

Fig.138 : Aspect général de l'ultrastructure de la germination d'une conidie (Co)
d' Ascœllytapisi. Noter l'allongement du tube germinatif (G) et l'étranglement
le séparant de la conidie.

Figs 139 et 140 : Détail ultrastructural du tube germinatif (6). Présence d'une épaisse
couche de mucilage (--1protégeent la conidie et l'hyphe germinatif.
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3.6.2. PENETRATION ET COMPORTEMENT DE L'Ascochyco pLSL

DURANT LA PHASE DE COLONISATION DE L'HOTE

Les observations effectuées sur des sections

transversaLes et paradermaLes de foLioLes infectées révèLent

que, queL que soit Le niveau de résistance de La pLante hôte,
Le pathogène franchit La cuticuLe. Les mêmes résuLtats ont

été obtenus à partir de coupes transversaLes d'épicotyLes.

Immédiatement après Le passage de La cuticuLe,

L'hyphe infectieuse augmente significativement de diamètre.

Ainsi, Les Figures 141 à 146 permettent de distinguer, au

niveau des cuLtivars sensibLes, La formation de structures

fongiques sous-cuticuLaires, du type vésicuLes. Ces modi­

fications morphoLogiques du pathogène après pénétration,

expLiquent Les renfLements observés en M.E.B. (cf. 3.5.3.1.)

tant sur Les cuLtivars sensibLes que sur Les résistants.

Durant cette phase de pénétration et d'instaL­

Lation du pathogène, une invagination de La paroi épider­

mique (Fig. 145), a parfois été notée chez Le cuLtivar sen­

sibLe. ELLe pourrait iLLustrer La pression physique exercée

par Le champignon pour atteindre Les ceLLuLes sous-jacentes.

A une période d'incubation pLus tardive (48 hl,

L'examen des sections transversaLes permet de constater que

La progression �e L'A. pLSL est marquée chez Le cuLtivar

sensibLe par une croissance LatéraLe sous cuticuLaire impor-

tante des hyphes. CeLLe-ci se fait très généraLement à

partir des renfLements vésjcuLaires �récédemment déerits

(�tgS 144 à 146).Chez Le cuLtivar résistant. ce type de



Fig. 141 : Observation en microscopie photonique des premiers stades de l'infection du Pois
par Ascœliyta pisi. On remarque une colonisation sous-cuticulaire importante
par le champignon ( .... ).

Figs 142 il 145 : Détalls de la pénétration et de la colonisation sous-cuticulaire, montre
une parite du tube germinatif (G) ou de l'appressorium (App), à l'extérieur de
l'hôte. A l'intérieur, sous la cuticule, le Champignon augmente considérablement
de volume prenant l'aspect de vésicule (Sv). Le champignon repousse la paroi de
l'hôte ( .... ) la( figure 145). Noter aussi la présence d'hyphes intracellulaires
(Fig. 142, nv.t) et d'hyphes intercellulaires (Fig. 144, hy.e).

Fig. 146: Ramificetion du champignon (-) à partir de la vésicule sous-cuticulaire; ce

comportement est également observé à la figure 145. A l'extérieur, le tube
germinatif a un diamètre beaucoup plus réduit.

Fig. 147 : Aspect de l'infection d'un hôte résistant par AscœIiytapisi. L'hyphe (hy) sous­

cuticulaire ( ....) est moins volumineux que chez l'hôte sensible; le champignon y
est également plus rare

fig. 148: Coupe transversale d'une foliole sensible de Pois, montrant l'aspect général de la
colonisation superficielle de l'hôte; la plupart des hyphes sont sous-cuticulaires.
Dés ce stade la formation de la nécrose est initiée.

Fig. 149 : Coupe paradermale montrant une colonisation importante des folioles de l'hôte
sensible. On observe de nombreux hyphes intracellulaires (hy. i) et
intercellulaires (hy.e) comme l'indique la flèche ( .... ). Au niveau des cellules
détruites ( * ), les limites cellulaires ne sont plus identifiables.

Fig. 150: Coupe transversale montrant une colonisation de l'épicotyle d'un hôte sensible
par des hyphes intercellulaires (hy,e) (_).

Fig, 151 : Coupe transversale d'une foliole d'un hôte résistant. La colonisation par les
hyphes ( -) reste faible et superficielle. Les Chloroplastes se

réorien�e n t (�) au niveau du front de croissance des hyphes ( .... ). Noter
qu'au niveau de la nécrose ( * ) les limites cellulaires persistent.
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ramification latérale n'es� pas montré (Fig. 147).

Des observations réalisées ultérieurement, peu

avant la formation de la nécrose au niveau des différents

types d'organes, permettent de constater une forte colonisa-

tion superficielle des tissus de l'hôte sensible (Figs 148 et

149). Le champignon gagne ensuite rapidement les tissus plus
;

profonds en empruntant les meats (Fig. 150). Par contre, chez

l'hôte résistant la colonisation reste très superficielle,

avec un nombre d'hyphes nettement plus réduit (Fig. 151).

3.6.3. MODIFICATIONS ULTRASTRUCTURALES DE L'HOTE

L'expérimentation réalisée sur les folioles et

les épi cotyles de Pois inoculés par A. pLsL,a permis de suivre

les changements cytologiques qui accompagnent le processus

infectieux. Par des observations faîtes à des temps crois-

sants (24h, 48h et 5 jours) sur des couples compatibles

(Merveille de Kelvedon et Douce de Provence) et incompatibles

Rondo et Finale), il a été possible de préciser les conséquen-

ces de la présence du pathogène sur l'hôte.

3.6.3.1. APPARITION DE STRUCTURES NOUVELLES

Indépendemment du niveau de compatibilité de

l'hôte avec le pathogène, la pénétration du champignon dans

les tissus de l'hôte est suivie par l'apparition, à proximité

immédiate de l'hyphe, de certaines structures ap�elées com-

munément papilles (Figs 152 à 155). Il s'agit d'un dépôt

dense aux électrons localisé entre la paroi des cellules et

le plasmalemme, en face des hyphes.



Ffg. 152 : Aspect aJ mfcroscope photonique d'un hyphe sous-cuttculeire (hy.c) ayant
fortement augmenté de volume après la pénétration. La plante réagit par
l'accumulation d'un dépôt (flèche blanche) .

Ffgs 153 et 154 : Aspect ultrastructural de la réaction de l'hôte résistant à la pénétration
fongique avec accumulation d'un dépôt dense aux electrons en oppositIon
au champignon.

Fig. 155 : Aspect d'une peptlls (Pa) correspondent il un dépôt dense aux électrons observé s

chez l'hôte résistent au voisinage Immédiat de la pénétration du champIgnon.

Figs 156 il 158: Aspect des corps X (Cx), dépôts semi-sphériques denses aux électrons,
accumulés contre les parois de l'hôte sensible. A ce stadE( 48 h après l'Infection),
les chloroplastes ont subi une modification de leur structure. (Fig. 156 et 158).
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SimuLtanément, dans Les ceLLuLes avoisinantes,

apparemment saines, non envahies par Le pathogène, Le dépôt de

composés osmiophiLes est fréquemm�nt observé (Figs 156 à 158).

ILs sont généraLement accoLés à L'extérieur des parois, dans

Les espaces interceLLuLaires; ces corps de forme hémi-sphérique

(Co�sX)sum Le pLus souvent observés cnez Les cuLtivars sensibLes.

Après 72 h d'incubation et notamment Lors de L'initiation de

La nécrose, d'autres types de composés osmiophiLes amorphes

s'accumuLent abondamment dans Les espaces interceLLuLaires.

Leur voLume est pLus important chez Les cuLtivars sensibLes

et ont tendance à rempLir Les espaces interceLLuLaires

(Figs 159 et 160).

Au même stade de déveLoppement du pathogène,

chez Les cuLtivars résistants, Les mêmes types de dépôts

existent mais en quantité nettement pLus faibLe. ILs restent

LocaLisés principaLement dans Les angLes des espaces inter­

ceLLuLaires (Figs 161 à 163).

3.6.3.2. ACTION DU PATHOGENE SUR L'ULTRASTRUCTURE

DE L'HOTE

Comme pour Les précédentes manifestations des

différences assez importantes caractérisent Le comportement

des cuLtivars résistants par rapport aux sensibLes. Dans de

nombreux cas, Les ceLLuLes des cuLtivars sensibLes montrent

à partir de 48 h d'incubation, certaines aLtérations de Leur

système membranaire. Ainsi La membrane pLasmiqueetLetonopLaste,

sont Les premiers signes de dégénérescence (Fig. 164). A un

stade un peu pLus avancé, iL y a un début de rupture de ces

mémeranes (Fig. 165). ULtérieurement, ces modifications

aboutissent à une désorganisation généraLe de La structure

ceLLuLaire, pLus importante chez L'hôte sensibLe.



Figs 159 à 162 : Précipités denses aux électrons (Do) accumulés dans les méats (me)
cellulaires de l'hôte sensible. La destruction des chloroplastes (CH) peut être
observée (Fig. 160).

Fig. 163: Aspect des mêmes dépôts chez l'hôte résistant. Dans ce cas, leur accumulation,
essentiellement dans les angles des cellules ( ..... ), est nettement moins
importante.

Fig. 164 : Action de l'Ascocllyto pisi sur le système membranalre de l'hôte sensible. La

rupture du tonop leste ( ... ) est observée en plusieurs endroHs.

Figs 165 et 166 : Comportement intracellulaire (hy. 1) et intercellulaire (hy.e) d

l'Ascocllytapisi dans les tissus de l'hôte sensible. Les hyphes sont relativement
turgescentes et les cellules de l'hôte bien nécrosées.

Fig. 167: Comportement de l'hôte résistant 5 jours après l'infection. Les parois cellulaires
( -) sont toujours en place mais les Chloroplastes sont détruHs. Les

hyphes intracellulaires (hy.i) présentent un contraste accentué et un volume
réduit.

Figs 168 et 169 : Modifications subies par les Chloroplastes (CH) de l'hôte sensible, 24 h
et 48 h aprés inoculation. Noter les excroissances terminales ou letéra.les (...).

Fig 170 et 171: Destruction des chloroplastes 72h aprés inoculation ( .... ).

Fig. 172: Aspect général en microscopie photonique des chloroplastes chez l'hôte résistant.
Ces organHes sont normalement répartis dans les cellules de la zone saine ( * ),
regroupés au niveau du front de la nécrose ( ..... ) et absents dans la zone nécrotlque
( * ). Faible colonisation par les hyphes( �).

Figs 173 et 174 : Aspect ultrastructural des organites chez l'hôte résistant. L'action du

champignon est moins prononcée que chez l'hôte sensible: chloroplastes (CH) avec

membrane plastidiale irrégullère, dissolution et hypertrophie des crêLes
mitochondriales comme le montre la figure 173. La figure 174 montre des

dictyosomes plus contrastés que d'habHude.
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La coLonisation par Le champignon s'effectue aLors de manière

interceLLuLaire et intra ceLLuLaire (Fig. 166). En revanche

ces phénomènes d'aLtérations sont retardés dans Le cas du

phénotype résistant; ce dernier maintient pLus Longtemps

L'integrité structuraLe des parois ceLLuLaires, même si Le con­

tenu cytopLasmique est détruit, et La présence du champignon

couramment observée à L'intérieur des ceLLuLes de L'hôte

(Fig. 167).

ParaLLèLement à L'aLtération des différentes

membranes, Les autres constituants de La ceLLuLe et, en

particuLier, Les chLoropLastes sont Les pLus touchés durant

L'instaLLation du pathogène. InitiaLement aLLongés et ovoi­

des (cf.�9.135 ), après 24 h à 48 h d'incubation, iL devien­

nent pLus ou moins sphériques ou forment des excroissances

Leur conférant un poLymorphisme important (Figs 168 et 169).

Très généraLement L'organisation interne de ces organites

montre de profondes aLtérations. On observe notamment des

diLatations au niveau des thyLakoides (Figs 170 et 171).

GénéraLement, chez L'hôte sensibLe, après 72 h d'incubation,

La désorganisation des chLoropLastes s'accentue jusqu'à La rup­

ture de La membrane, entrainant une destruction totaLe de ces

organites.

Par contre, ces aLtérations sont moins mar­

quées chez Le cuLtivar résistant. En effet, à un même stade

d'évoLution du pathogène dans Les tissus, La structure des

chLoropLaste est moins modifiée (Fig. 173). Cependant à

proximité du front de croissance du champignon, on assiste

à un regroupement des chLoropLastes caractéristique (Fig. 172).
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Au niveau des autres organites ceLLuLaires ces

�Ltérations sont généraLement beaucoup moins perceptibLes.

Cependant, iL est observé une hypertrophie des mitochondries

avec disparition des crêtes et écLaircissement du stroma

(Fig. 173). Dans certains cas, Les dictyosomes présentent un

contraste accentué dans Les tissus parasités (Fig. 174).

Enfin, en dehors des tissus nécrotiques, Les noyaux sont Les

organites dont La structure est La moins modifiée par La

présence du pathogène.

3.6.4. MODIFICATIONS ULTRASTRUCTURALES SUBIES

PAR LE PATHOGENE

Comme pour Les ceLLuLes de L'hôte, L'examen en

M.E.T. du champignon permet de montrer que Les hyphes subissent

des modifications importantes. CeLLes-ci varient avec Le stade

évoLutif du pathogène dans Les tissus de L'hôte attaqués et

avec Le niveau de résistance des cuLtivars. Ainsi Le

champignon progressant de façon interceLLuLaire ou intraceL­

LuLaire dans Les tissus d'un cuLtivar sensibLe (cf. 9 3.6.3.2),

est caractérisé par des hyphes à cytopLasme reLativement dense

et riche en organites ceLLuLaires (Figs 175 à 178).

Par contre, au même stade d'évoLution de La

nécrose, un état de dégénérescence assez prononcé du champi-

gnon est observé au niveau de L'hôte résistant. On note

très souvent une augmentation du voLume des hyphes, une forte

vacuoLisation et La présence de voLumineux gLobuLes denses

aux éLectrons (Figs 179 et 180). Dans certains cas, Les

hyphes montrent aussi d'autres signes qui iLLustrent La dif­

ficuLté du champignon à croitre à L'intérieur des ceLLuLes
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de l' hôte rési stant. Il s'agit notamment de ramifications

importantes subies par les hyphes du pathogènes (Fig. 180).

Comme autre différence de comportement du champignon dans

les tissus, un mucilage est habituellement présent autour

de la paroi des hyphes dans le cas d'interactions compatibles

(Fig. 178). Celui-ci est soit fortement réduit, soit absent

au niveau des hyphes progressant dans les tissus de l'hôte

résistant. La disparition de cette couche protectrice dans

L'interaction incompatibLe pourrait augmenter la vulnérabili­

té du champignon.

3.6.5. DISCUSSION

Les premiers stades de la pénétration du Pois

infecté par A. pLsL et la progression uLté�jeurecdu champi­

gnon dans les tissusrdu Pois , ont été étudiés pour la pre­

mière fois simultanément en microscopie photonique et électro­

nique pour élucider les rapports entre compatibilité et in­

compatibi lité.

Cette approche a permis de préciser quelques

aspects fondamentaux des mécanismes ultrastructuraux de la sen­

si.bilité et de la résistance du Pois à l'un des agents les

plus importants de l'anthracnose de cette culture.

Tout d'abord, et indépendamment de la nature

génétique de l'hôte, la présence des cires cuticuLaires

observée sous forme de microvillosités e� M. E. T. confirme

nos résultats obtenus en M. E. B. et ceux de HALLAM et

JUNIPER (1971).



Figs 175 à 178 : Comportement du champignon dans les tissus de l'hôte sensible.
Généralement les hyphes sont accolés contre les parois de l'hôte ( ....) par un

mucilage ( Fig.178). Les hyphes ont un un cytoplasme dense avec organites
facilement i dentifiab les .

Figs. 179 et 180 : Comportement du champignon dans les tissus de l'hôte résistant.
Les hyphes sont généralement fortement veeuollsés (Va), avec acumulation de
globules denses aux électrons (Gd) .

.
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Quel que soit l'organe considéré, la couche supérieure de

l'épiderme d'une plante est généralement représentées succes­

sivement de l'extérieur vers l'intérieur, par les cires épi­

cuticulaires, la cuticule et la paroi pectocellulosique

(VAN DEN EDEN et LINSKENS, 1974; CUTTER, 1976; JEFF�E
et al., 19761. Généralement la cuticule présente une orga­

nisation ultrastructurale lamellaire ou amorphe (MAC NAMARA

et DICKINSON, 1981; CALLOW, 19831. Dans les deux cas, elle

est constituée de deux couches morphologiques distinctes et

d'épaisseur inégale.

Dans notre cas, cette différence d'organisation
de la paroi épidermique tout entière, est régie par le géno­

type du cultivar. Pour les deux cultivars, la distinction

entre la cuticule et la paroi pecto-cellulosique est surtout

déte rmi née par l'existence d'un cont ras te ent re les deux cou­

ches; la cuticule appdrr�tnettement pLus mince. La disposi­
tion très compacte des microfibrilles observée dans la cuti­

cule des cultivars type Finale accentue cette différence.

Par contre, le cultivar type Merveille de Kelvedon présente

des couches plutôt amorpheset moins densesaux électrons.

Comme l'ont indiqué récemment CONTI et al.,

(19851 à propos du comportement de deux cultivars de rosiers

parasités par Sphoerocheco ponnoso, le réseau dense que

forment les cires cuticulaires à la surface des folioles,

et l'épaisseur même de la cuticule constituraient la pre­

mière barrière mécanique rencontrée par A. p�s� durant la

pénétration de la paroi épidermique du Pois.

De même, les modalités de pénétration directe

à travers l� cuticule de l'hôte, comme suggérées précédem­

ment sur la base des observations en M.E.B., semblent
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se confirmer au moins pour Le cuLtivar sensibLe. L'enfonce­

ment des parois des ceLLuLes épidermiques souvent considéré

comme un critère de pénétration mécanique (Mc KEEN, 1974;

WHEELER, 1975) est en partie vérifié. IL reste que dans

certains cas, La pénétration de La couche épidermique a Lieu

en ne subi sant aucune action apparente. Dans ces conditions,

iL n'est pas excLu comme L'ont indiqué beaucoup d'auteurs à

propos d'autres intéractions hôte-parasite (Mc KEEN et RIMMER,

1973; DEFOSSE et DEKEGEL, 1974; BISHOP et COOPER, 1983;

O'CONNELL et aL., 1985), que La pénétration ne soit pas

essentieLLement mécanique ou enzymatique, mais qu'eLLe fasse

appeL à ces deux types d'actions.

En ce qui concerne Les évènements intervenus

immédiatement après La pénétration, Les observations obtenues'

en microscopie photonique et microscopie éLectronique à trans­

mission, ont mis en évidence une augmentation de taiLLe des

hyphes en position sous-cuticuLaire. Ce type de comportement

avait été observé précédemment en M.E.B., aussi bien pour Les

cuLtivars sensibLes que pour Les résistants.

La formation de ces structures est comparabLe aux

vesicuLeE fréquemment observées chez La pLupart des champi­

gnons biotrophiques teLs que Les miLdious, Les oïdiums et

Les rouiLLes (WEHTJE et aL., 1979; COFFEY et WILSON, 1983).

Ces mêmes structures fongiques ont été égaLement observées chez

queLques hémibiotrophes comme Le CoLLecocrLchum LLndemuchLonum

(O'CONNELL et aL., 1985; O'CONNEL et BAILEY, 1986), ou Le

Pyrenophoro ceres (KEON et HARAGREAVES, 1983) groupe nécro-

trophique au queL est souvent rattaché A. pLSL. Ces auteurs

avaient noté une réduction significative du nombre et de La

taiLLe des vésicuLes chez Les cuLtivars résistants. Leur

absence dans notre cas, a probabLement pour conséquence une

action défavorabLe sur Les reLations trophiques que Le

champignon tenterait d'étabLir avec son hôte.
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Chez Les coupLes compatibLes et à un stade pLus

avancé de La pénétration, des ramifications LatéraLes pLus ou

moins importantes prennent souvent naissance à partir des vé­

sicuLes_ ELLes confèrent aLors à L'A. pLSL une phase sous­

cuticuLaire, qu'on retrouve aussi chez Les nécrotrophes comme

Le CercosporeLLo herpocrLchoLdes (DEFOSSE et DEKEJEL, 1974);

A. robLeL (AMEZIANE El HASSANI, 1981), ou chez Les hemibio­

trophes comme Le CoLLetocrLchum LLndemuchLonum (MERCER et aL,

1975; O'CONNELL et aL, 1985).

Parmi Les évènements uLtérieurs accompagnant Le

processus d'infection du Pois par A. pLSL, pLusieurs types

de matérieLs denses aux éLectrons, peuvent être identiques.
L'accumuLation de ces différentes substances est soit direc­

tement Liée aux structures de pénétration, soit en reLation

avec La progression des hyphes à L'intérieur des tissus jusqu'à

La formation de La nécrose. Dans L'une ou L'autre des situa-

tions, L'aspect morphoLogique et La LocaLisation des dépôts

peut varier en fonction du cuLtivar.

D'une manière généraLe, de par Leur forme et

Leur taiLLe très diverses et en fonction de Leur Lieu d'ac­

cumuLation, différents termes sont empLoyés pour désigner
ces composés queLquefois amorphes. Le pLus souvent ces

dépôts observés entre Les parois ceLLuLaires et Le pLasmaLemme

de L'hôte et en opposition avec Le champignon, correspondent
aux appositions pariétaLes Largement décrites (DEVERAL et

SKIPP, 1972; ALLARD, 1974; AIST, 1976; DELON, 1975; MERCER

et aL., 1975; STEINKAMP, 1979; WEHTJE et aL., 1979; RIDE,

1983; MILLER et MAXWELL, 1984; O'CONNELL et aL., 1985).

D'autres dénominations sont utiLisées pour dési­

gner des structures moins définies: corps X, substances osmio­

phiLes, matérieL extraceLLuLaires (LAZAROVITS et HIGGINS, 1976;
AMEZIANE EL HASSANI, 1981; DURAND et SALLE, 1981; SALOMON et
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DOUSSINAULT, 1981). Le rôLe de ces substances dans La patho­

génèse est souvent correLé avec Le niveau de résistance de

L'hôte (AIST, 1976; DURAND et SALLE, 1981; MILLER et MAXWELL,

1984). Dans d'autres interactions, iL a été constaté que

Leur accumuLation au niveau des cuLtivars sensibLes et résistants

peut être très variabLeetn'avoir aucune reLation avec La résis­

stance (MC KEEN, 1974; RIDE, 1983; BISHOP et COOPER, 1983).

Dans Le cas de L'interaction P. satLvum 1 A.pLsL,
bien que La pLupart des substances osmiophiLes soient détectées

à La fois chez Les cuLtivars sensibLes et résistants, des dif­

férences importantes sont constatées au cours du temps et en

fonction du degré de compatibiLité.

C'est ainsi que des dépôts amorphes accumuLés

préférentieLLement dans Les coins des espaces interceLLuLaires,

sont comparabLes à ceux observés dans Les tissus de betteraves

infectés par Cercospora betLcoLa (STEINKAMP et aL., 1979).

Ces accumuLations étaient beaucoup pLus importantes dans Les

cuLtivars de Pois sensibLes. Ce même type de matérieL extra

ceLLuLaire était de taiLLe pLus réduite et faibLement dense aux

éLectrons dans Les tissus de L'hôte résistant.

En ce qui concerne Les corps X, Leur présence

a été considérée par de nombreux auteurs comme Liée à La

nature de La pLante hôte. De teLs dépôts semi-sphériques

accoLés aux parois dans Les espaces interceLLuLaires de

L'hôte, ont été observés dans des cuLtivars résistants de

tomate (LycopercLcum escuLentum) parasités par du CLados­

porLum fuLvum (LAZAROVITS et HIGGINS, 1976). DURAND et

SALLE (1981) ont montré que L'accumuLation de ces corps X

était associée à La résistance induite des feuiLLes de

tomate parasitées par Le Phytophthora capsLcL et traitées

par du PhoséthyL AL Ce même matérieL extra-ceLLuLaire

a été décrit par AMEZIANE EL HASSANI (1981) chez des cuLtivars

de Pois .hiches toLérants à L'Ascochyta rabLeL.
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Comparativement à ces derniers auteurs, nos résuLtats sont

tout à fait contradictoires avec Leurs concLusions, en ce

sens que La présence des corps X était montrée essentieL-

Lement chez Les cuLtivars de Pois sensibLes. Par aiLL-eurs

en étudiant queLques aspects cytoLogiques et cytochimiques
de L'interaction P. SOCLvum 1 Peronosporo PLSL, HICKEY

et COFFEY (1977 et 1978), n'ont pas signaLé La formation

des corps X.

Cette anaLyse comparative entre Les champignons

parasites de La Tomate et du Pois, iLLustre bien La compLe­

xité des aspects' uLtrastructuraux observés au cours de La

pathogénèse, d'oJ L'intérêt de connaître La nature histochi­

mique et cytochimique de certains métaboLites de L'interaction

hôte-parasite qui est envisagé dans La dernière partie de

notre travaiL.

Les correLations généraLement faites entre La

présence de composés extra-ceLLuLaires denses aux éLectrons

et La résistance ne sont pas toujours cLaires. Cependant

Leur association constante avec Les tissus infectés d'une

part, et Leur absence dans Les tissus sains d'autre part,

est au moins une preuve d une réponse généraLe de La pLante

à L'attaque fongique (Mc KEEN, 1974; RIDE, 1983). IL n'est

pas impossibLe non pLus que ces produits extraceLLuLaires

éventueLLement toxiques pour L'hôte, soient secrétés direc­

tement par Le champignon.

D'autres composés denses aux éLectrons et Loca­

Lisés en dehors des espaces interceLLuLaires de L'hôte,

ont été détectés entre Les parois ceLLuLaires et Le pLas-

maLemme. Ces appositions pariétaLes ou papiLLes, ont été
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observées, soit aux sites de pénétration de L'épiderme, soit

au voisinage immédiat de La croissance primaire du champignon.
Dans ce dernier cas, Leur formation à distance par L'action

de divers métaboLites, teLLe que suggérée pour Le CoLLeco-

t.r-Lc h orn Ll.ndemuchl.onum par 0' CONNEll et BAIlEY (1986) est très

probabLe. D'après Les caractéristiques uLtrastructuraLes ayant

permis de distinguer pLusieurs types de a ap i Ll e s chez L'orge

parasitée par Er�sl.phe groml.nl.s f.sp. hordel. (ZEYEN et

BUSHNEll, 1979; HEITEFUSS et EBRAHIM NESBAT, 1986), ceLLes

observées chez Le Pois infecté par A. pl.Sl. présentent peu de

variabiLité. ELLes sont constituées par du matérieL homo-

gène dense aux éLectrons et n'aLternant pas avec des couches

moins opaques. De pLus, Leur formation chez Les cuLtivars

résistants, intervient toujours après La pénétration. Pour

ces cuLtivars sensibLes ces types de dépôts n'ont été obser­

vés que rarement en microscopie photonique.

leur LocaLisation Le pLus souvent en opposition

avec Le champignon dans Les ceLLuLes épidermiques des cuLti­

vars résistants, pourrait confirmer Le rôLe qui Leur est

généraLement attribué dans La résistance pour d'autres

intèractions et Le pLus souvent contre L'oidium des céréaLes

(AIST, 1976; SHERWOOD et VANCE, 1976 et 1980; ZEYEN et

BUSHNEll, 1979; RIDE, 1985; O'CONNEll et aL., 1985;

HARGREAVES et KEON, 1986).
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3.7. IDENTIFICATION HISTOCHIMIQUE ET CYTOCHIMIQUE DE

QUELQUES COMPOSES ACCUMULES LORS DE L'INTERACTION

ENTRE LE POIS (PLsum sacLvum) et Ascachyca pLsL

Au cours des différentes étapes de l'infection

du Pois par A. pLSL, les études cytologiques ont permis de

constater, à l'échelle cellulaire, l'existence de modifi­

cations ultrastructurales de l'hôte, ou encore l'apparition

de nouvelles structures. Comparativement à l'hôte sain,
des différences d'interactions ont été notées entre les

hôtes à phénotype sensible et ceux à phénotype résistant.

Pour préciser davantage la participation de ces nouvelles

structures à la pathogenèse, une approche de leur nature

chimique a été réalisée en cytochimie.

3.7.1. DETECTION DES COMPOSES DE NATURE CALLOSIQUE

En réponse à l'attaque des agents fongiques, la

callose et les polyphénols sont souvent mis en évidence.

Afin de déceler de telles accumulations, des

folioles de Pois infectées par Ascochyco pLsL, ont été colorés

par le bleu d'aniline à pH basique puis observés en lumière

U.V. ( 518 nm).

Les résultats obtenus par cette technique sur des

coupes pratiquées dans la zone initiale de formation de la

nécrose (5 jours après l'infection) montrent la présence de

dépôts fluorescents (Fig. 181). L'intensité de cette fluorescence

varie avec l'importance du matériel accumulé dans les cellules.



Fig, 181 : Coloration au bleu d'aniline pour la mise en évidence de la cellose. La fluorescence
en lumière U,V, (� 1 et 2) indique la présence de callose au niveau des nécroses
provoqués par Asci:d/)'topis!,

Fig, 182: Aspect de ces mêmes susbtances observées en lumière visible, Elles apparaissent
sous forme de dépôts bruns non fluorescents ( � 1 et 2 ),

Fig, 183 : Test réalisé sur tissu sains. Aucun dépôt,
sont détectés,

. ni fluorescence ne

Fig. 184 : Test PATAg pour la caractérisation des composés polysaccharidiques.
L'aspect général de la nécrose montre que les parois des hyphes et de l'hôte ont
réagi pos1tivement.

Fig. 185: Détail de l'hyphe (hy. il pénétrant à travers la cuticule (Cu), caractérisé par un

étranglement ( �) au point de pénétration. Le test PATAg met en évidence les
différentes couches pariétales (-) du champignon .

.

, ..

Figs, 186 et 187 : Les dépôts denses aux électrons (Do) observés dans les angles des
méats réagissent positivement au test PATAg, On note aussi une plus forte
réactivité des parais du champignon par rapport à celle, .:Ie l'hôte,

Fig, 188: Les corps X (Cx) réagissent positivement à ce test.
-�-'------
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Ces résuLtats positifs à un test considéré comme spécifique,

témoignent de La nature caLLosique de ces dépôts. Ces mêmes

composés observés en Lumière visibLe, se présentent sous

forme d'amas denses de couLeur brune (Fig. 182); avec Les

composés phénoLiques, iLs sont en partie responsabLes du

brunissement de La nécrose. Par contre queLLe que soit La

technique d'observation utiLisée, aucune substance de ce

type n'est détectée dans Les tissus non infectés (Fig. 183).

Enfin, iL faut préciser que L'accumuLation

des substances caLLosiques intervient tardivement au cours

du processus infectieux. De teLLes coLorations réaLisées

sur des fragments d'épidermes, o� Les sites de dépôts

peuvent être LocaLisés dès Les premiers stades de L'infection

( < 48 hl, ont été négatives.

3.7.2. DETECTION DES POLYSACCHARIDES

Comme La caLLose, d'autres substances de nature

poLysaccharidique peuvent être impLiquées dans Les interactions

hôte-parasite. Leur détection cytochimique a été envisagée par

nombre de phytopathoLogistes, pour comprendre Les mécanismes

du processus infectieux chez Les pLantes.

Les travaux entrepris sur Le coupLe PLsum socLvum/

Ascochyco PLSL sont iLLustrés par Les figures 184 à 188.

D'une manière généraLe, Les parois de La pLante-hôte et

ceLLe du champignon réagissent très positivement au test

des poLysaccharides. C'est un premier indice qui nous a

permis de juger de La fiabiLité de La technique eLLe-même.

Les figures 184 à 186 montrent que Les parois fongiques sont

pLus contrastées que ceLLes de L'hôte. Ces figures mettent

en évidence une structure en feuiLLets de La paroi du champi­

gnon. Au niveau de La figure 185, iL convientde noter
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l'étranglement du champignon lors de la pénétration ainsi que

le passage progressif du contenu cytoplasmique de l'hyphe
extérieur vers celui de la vésicule sous-épidermique.

L'application du test PATA9 permet également
de préciser la nature cytochimique de certains composés précé

demment observés en M.E.T. (Cf. Figs 159 à 163). Ils s'agit
des substances denses aux électrons qui sont localisés dans

les angles des espaces intercellulaires envahis par le champi­

gnon (Figs 186 et 187) et des composés type corps X, plaqués
contre les parois des cellules de l'hôte (Fig. 188). Les

premières (Fig. 186) réagissent plus fortement au PATAg

que les secondes (Fig. 188).

3.7.3. MISE EN EVIDENCE DE QUELQUES ACTIVITES ENZYMATIQUES

Deux principales catégories d'enzymes sont impli­

quées lors de l'attaque des plantes par les champignons. D'une

part, les enzymes élaborées par l'agent pathogène qui lui per­

mettent de progresser dans les tissus en dégradant les parois et

les contenus cellulaires de l'hôte et d'autre part, les enzymes

produites par l'hôte qui interviennent dans le métabolisme

général de la plante en réponse à l'agressio�

Dans cette dernière partie de nos recherches une

tentative a été faite pour identifier �t localiser cytochimique­

ment quelques unes de ces enzymes; le rôle des enzymes pectino­

lytiques étudié par HEATH et WOOD (1971) ayant été considéré

co m mer e lat ive m e.n t mie u x con nus.

DETECTION DE LA PHOSPHATASE ACIDE

Après incubation dans une solution de AI -glycéro­

phosphate des tissus de Pois attaqués par A. pLSL, d'importants



Figs 189 à 191 : Mise en évidence de la pnœphetese acide dans les méets, . (me) et
autour des hyphes (hy.e). Les précipités de plomb ( -) indiquent raprésence de
l'enzyme.

Fig. 192: Activité de la phosphatase acide le long des parois cellulaires ( - ) de l'hôte.

Fig. 193 :Réaction témoin sans incubation dans le substrat. Aucune activité n'est détectée ni
au niveau des tissus de l'hôte. ni il proximité du champignon.

Fig. 194: Aspect général de la rélK:tion des tissus de Pois infectés par Ascocllytapisi au test
de mise en évidence de la polyphénoloxydase (D.O.P.A.).

Fig. 195 : Détal1 des dépôts ayant réagi à la D.O.P.A.Les uns sous forme
d'une bande le long des parois de l'hôte. la réaction est plus intense au voisinage
immédiat du champignon. Les autres localisés en apposition avec l'hyphe (ap). Ce
dernier dépôt correspond il ce Qui est habltuellement décrit sous la dénomination
de peptlla

Fig. 196 et 197 : Aspect de ce test dans une autre zone de la nécrose ( * ). La présence de
dépôt (ap) face il deux hyphes confirme les observations précédentes relatives
aux papi Iles.

Fig. 198 :Les dépôts généralement observés dans des angles des méats réagissent
négativement il la D.O.P.A
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précipités denses aux éLectrons sont observés principaLement
autour des hyphes et dans Les méats (Figs 189 à 192). En ce

qui concerne Les ceLLuLes de L'hôte, Leur niveau de réactivi­

té est sembLabLe dans Les tissus sains et parasités.
Les tissus témoins n'ayant pas subi d'incubation dans Le

substrat de L'enzyme recherchée (Fig. 193), ne présentent

pas de teLs précipités.

Ces observations démontrent L'intervention de La

phosphatase acide dans Le processus d'infection. La l o c a-

Lisation des précipités, suggère que cette enzyme hydroLyti­

que, Liée à La présence du champignon, doit être secrétée

par Le champignon.

- DETECTION dE �A POLYPHENOLOXYDASE

Les résuLtats obtenus sur La LocaLisation cyto­

chimique de La poLyphénoLoxydase sont iLLustrés par Les figu­
res 194 à 197. L'activité poLy�hénoLoxydasique est matériaLisée

par La formation d'un produit de création denses aux éLectrons

se présentant sous deux aspects. Dans Le premier cas, Les

dépôts très denses aux éLectrons, sont LocaLisés entre La paroi
et Le pLasmaLemme des ceLLuLes hôtes font face aux hyphes

mycéLiens (Figs 195 et 197). Leur LocaLisation rappeLLe

Les composés précédemment décrits dans L'étude uLtrastruc­

turaLe sous L'appeLLation "appositions" fongiques ou

papilLes (cf. Figs 151 à 155), Le deuxième type de dépôt
de taiLLe pLus réduite, se présente sous La forme d'une bande

osmiophiLe très marquée (Fig. 195) dont Les Limites ne sont

pas toujours définies (Fig. 197). Fréquemment LocaLisés en

apposition avec Les hyphes, ces dépôts représentent une bar­

rière ayant tendance à Limiter L'extension du champignon.

Notons que Les composés présents dans Les méats et observés

après contraste à L'acétate d'uranyLe-citrate de pLomb
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CCf. Figs 159 à 163) ne réagissent pratiquement pas au test

de mise en évidence de la polyphénoloxydase.

- DETECTION DE LA PEROXYDASE

Comparativement aux activités enzymatiques préc�'
demment étudiées, l'activité peroxydasique a été faiblement mise

en évidence. Néanmoins, les observations obtenues à partir de

tissus nécrosés ayant subi un traitement par la Diaminobenzidine

CDAS), substrat spécifique de la peroxydase, et un traitement

par l'eau oxygénée CH202), montrent une accumulation impor-

tante d'un matériel relativement dense aux électrons. Mais le

stade avancé de la nécrose, n'a pas permis d'apporter davantage

de précision sur la localisation des substances de nature pero­

xydasique par rapport aux limites cellulaires de l'hôte.

Par contre, les tissus témoins analysés sans

traitement par l'eau oxygénée CH202), ont présenté une très

faible densité aux électrons. Cette différence de réaction

aux deux types de traitements, peut être considérée comme une

réponse positive à la recherche de cette enzyme. Cependant,
il n'a pas été possible de préciser la réactivité des dépôts

habituellement observés dans les espaces intercellulaires.

Enfin, pour cette dernière activité enzymatique,
il est à signaler que les dépôts osmiophiles qui viennent

d'être caractérisés sont comparables à ceux observés lors des

tests spécifiques de la mise en évidence de la polyphénoxy­
dase.

3.7.4. DISCUSSION

Les recherches histochimiques et cytochimiques
concernant les relations hôte-parasite chez le couple P.sotLvuml
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A. PLSL, ont permis de préciser la nature biochimique de

certaines substances produites, soit par le pathogène, soit

par la plante hôte, ou encore par l'intèraction des deux prota­

gonistes.

Parmi les substances détectées, l'intensité de

la fluorescence obtenue par le test au bleu d'aniline a révélé

très nettement la présence d'importants dépôts de callose dans

le cas du phénotype sensible. L'absence de cette substance

durant les premiers stades de l'infection, et son accumulation

tardive par rapport à l'apparition des symptô�es, confirment

le rôle similaire qui lui a été attribué par HINCH et CLARK,

(1982) dans le brunissement et la formation ue la nécrose

du mais infecté par P. cLnnomonL. Son implication dans la

résistance des plantes aux pathogènes est suggérée par plusieurs
auteurs (DEFOSSE, 1976; INGRAM, 1976; BECKMAN �!_�., 1982 ;

MISAGHI, 1982), elle n'a pu être démontrée au cours du proces-

sus d'infection du Pois par A. pLSL. Les tests réalisés sur

les couples incompatibles se sont révélés négatifs.

En ce qui concerne l'identification cytochimique
des corps X et des substances denses aux électrons observés

dans les méats, la réaction positive au test PATAg, signifie

que ces dépôts contiennent des polysaccharides. Des observa-

tions analogues ont été faites sur d'autres couples hôte -

parasite aussi bien dans le cas d'une intéraction du type

résistant: LycopersLcum escuLencum 1 Phycophchoro COpSLCL

(DURAND et SALLE, 1981), que dans celui d'une interaction du

type tolérant: CLcer orLecLnum 1 Ascochyco rObLeL (AMEZIANE

EL HASSANI, 1981). Ces résultats demeurent cependant contradic-

toires avec ceux observés lors de l'infection du Pois par A.

pL5L, ou ces mêmes substances sont plutôt caractéristiques

d'une intèraction du type sensible. Ils montrent que le rôle

attribué aux corp X dans la limitation de l'extension de la
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nécrose n'est pas Le seuL; Leur éventueLLe participation à

d'autres mécanismes que ceLui de La résistance est à envisager.

Par aiLLeurs, Les détaiLs uLtrastructuraux ayant

porté sur La réactivité des parois, ont révéLé des différences

de réponses entre ceLLes du pathogène et de L'hôte. Contraire­

ment aux observations effectuées par COULOMB (1985) sur Cops�-

cum onnuum infecté par �h�cophchoro cops�c�, dans Le cas du

Pois, Les parois ceLLuLaires de L' A. p�s� sont pLus contras-

tés que ceLLes de La pLante hôte (P. soc�vum). Un résuLtat

sembLabLe a été rapporté par AMEZIANE EL HASSANI (1981) à

propos de L'infection du Pois chiche (C�cer o r-Le c Lnumï o a r

A. r-o b i.e i.. Sur La base des travaux de SCHRANTZ (1979), ces

comportements apparemment contradictoires peuvent s'expLiquer

par des différences de composition biochimique des parois.

CeLLes du champignon, pLus riches en gLucanes aux Liaisons

f.; 1· 3 et f3 1- 6, réagissent pLus intensément au protéinate
/

d argent que ceLLes du végétaL, riches enj.31-4 gLucanes et

en protéines. Mais La synthèse des gLucanes au niveau des

dépôts pariétaux et Leur rôLe dans Les mécanismes de résistance

ou de sensibiLité restent à éLucider (DELON, 1975).

Quant à La caractérisation des évènements enzyma­

tiques intervenant au cours de L'infection du Pois (P. socLvum)

par A. p�sL, La présence de queLques enzymes ou produits de

Leur activité, a été démontrée, en particuLier, La phospha­

tase acide.

Antérieurement, cette enzyme avait été mises en évidence bio­

chimiquement par des tests coLorimétriques effectués soit à

partir de fiLtrat de cuLture du champignon croissant en miLieu

agité, soit dans Les tissus de Pois infectés par A. p�sL

(BOUZNAD, 1978). Ces résuLtats sont comparabLes à ceux obtenus

par COULOMB et aL., (1985) dans Le cas de L'interaction
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Caps�cum annUUm 1 Ph�cophchora caps�c�; toutefois Le niveau

de réactivité est beaucoup pLus important dans notre matérieL.

Sa fréquente accumuLation à proximité immédiate des hyphes

mycéLiens, suggère une origine fongique.

Si La présence et Le Lieu d'accumuLation de

La phosphatase acide ont été étabLis pour Le coupLe compatibLe
P. s o c i.vurn 1 A. p Ls i.. en revanche Les organites ceLLuLaires

impLiqués dans sa synthèse et Les cibLes de L'activité hydro­

Lytique de L'enzyme identiœiées par certains auteurs (WILSON,

1973; WHEELER, 1975 et COULOMB et aL. 1985), dans différents

coupLes hôte-parasite en présence de La DihydroxyphényLaLanine
(D.O.P.A.) sont encore à préciser dans Le cas de L' A. p�s�.

La forte réactivité de certains des composés

apparus durant L'infection dans Les espaces ceLLuLaires,

suggère une participation active de La poLyphénoLoxydase
(P.P.O.) dans ce processus. En identifiant cette enzyme,

nous compLètons non seuLement La connaissance de L'arsenaL

enzymatique produit par A. p�s� (HEATH et WOOD, 1971a; BOUZNAD,

1978), mais nous confirmons aussi son importance dans Le

métaboLisme des phénoLs durant La formation de La nécrose

(HEATH et WOOD, 1971b). L'approche cytochimique a permis
de préciser La nature biochimique des deux types de dépôts.
Les amas du type papiLLe accumuLés au niveau des parois

ceLLuLaires de L'hôte ayant réagi positivement à La D.O.P.A.

sont de nature poLyphénoLique. TeL qu'iL se présente

(accompagné par une bande osmiophiLe), ce matérieL peut

effectivement jouer un rôLe de barrière empêchant La progres­

sion du champignon (DELON, 1974; DURAND et SALLE, 1981).

En ce qui concerne Les dépôts LocaLisés dans Les angLes des

méats, Leur très faibLe densité aux éLectrons après test

à La D.O.P.A., constitue une preuve de Leur nature non

phénoLique.



- 1 75 -

Indépendamment de cette différence de réaction,

la présence en grande quantité des composés polyphénoliques,

témoigne directement ou indirectement du rôle de ces enzymes

d'oxydation (type P.P.O.) dans les mécanismes de formation

de la nécrose de l'A. pLSL (HEAJH �t WOOD, 1971), de l'A.

rabLeL (VIR et GREWAL, 1974; AMEZIANE EL HASSANI, 1981),et
du Phycophchora capsLcL (DURAND et SALLE, 1981). D'autres

auteurs ont indiqué chez d'autres couples que le polyphénoloxy­
dase agirait par une oxydation des monophénols pour donner des

composés phénoliques très toxiques pour les champignons (FRIC,

1976; COULOMB et COULOMB, 1984; WARD, 1986).

Dans le cas de l'interaction compatible P. sacLvum/

A. pLsL, ces substances polyphénoliques ne semblent pas avoir

une action toxique directe sur le champignon. En effet, les

observations ultrastructurales effectuées aux stades même

avancés de la nécrose ont montré que le cytoplasme des hyphes

intra et intercellulaires, à l'inverse de celui de l a vp l a n t e

hôte, reste riche en organites. Par contre, l'action inhibitri-

ce de ces phénols sur les enzymes de dégradation des parois

cellulaires du Pois est plus probable (HEATH et WOOD, 1971).

Un comportement comparable a été discuté lors de l'infection

du Pois chiche par A. rabLeL (VIR et GREWAL, 1974; AMEZIANE

EL HASSANI, 1981l.

Comparativement à la phosphata se acide et à

la polyphénoloxydase, la peroxydase, dernière enzyme étudiée,
a été très faiblement détectée dans les espaces intercellu-

l a i r es de l'hôte. Si une corrélation positive a souvent été

montrée entre les activités péroxydasiques et la résistance

(HAMMERSCHMIDT et al., 1982; COULOMB et COULOMB, 1984; ARORA

et BAJAJ, 1985; CADENA �_�l�, 1987; ABBATISTA et al., 1988;
PATYKOWSKI et al., 1988) sa faible présence dans le cas du

Pois peut s'expliquer soit par des problèmes techniques de

mise en évidence de l'activité enzymatique, soit par le fait
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que les observations n'ont porté que sur les tissus de

Pois sensible. La première hypothèse va dans le sens des

conclusions d'étude faite par DELON, (1974) sur la détec­

tion de cette enzyme dans certains organites des cellules

racinaires de. Tomates parasités par P�renochQecQ L�copersLcL
Quoi qu'il en soit nos observations cytochimiques sur les

substances phénoliques complètent- les résultats biochimiques
obtenus par HEATH et WOOD, (1971) sur le même couple. De plus,

l'existence de polyphenols dans ces tissus devrait aller de pair
avec une forte activité peroxydasique comme cela a été établie

par FRIC, (1976); SHERWOOD et VANCE, (1980); COULOMB et COULOMB,
(1984) et WARD, (1986).

Les travaux initiés sur le rôle des peroxydases
dans la résistance doivent être poursuivis au niveau de l'in­

tèraction compatible et incompatible. De plus la détection

cytochimique devra être complétée par des dosage biochimiques
de l'activité enzymatique.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES DE RECHERCHES

Parmi Les probLèmes Liés à La stagnation des

rendements des Légumes secs en ALgérie, bien souvent, Les maLa­

dies fongiques constituent Le facteur Limitant, aussi bien pour

La production des semences, que pour La production destinée à La

consommation.

Avec L'extention importante des superficies

cuLtivées, observées durant ces dernières années et La prio·

rité qui est accordée à ces cultures, les risques de multi­

pLication des maLadies augmentent. Cette évoLution dangereuse
a justifié en partie Le choix de notre recherche.

En abordant Le problème particuLier des anthracnoses

sur ces cuLtures, nous avons mis en évidence La présence en

ALgérie d'autres espèces d'Ascochyco que ceLLes habituelLe-

ment rencontrées dans Les cuLtures de Pois (A. p�SL, A.

pLnodes et A. p�nodeLLo. Citons par ordre d'importance
A. robLeL sur Pois chiches, A. v�cLoe sur Vesces, A. fobae

sur Fèves et FeveroLLes, A. Lenc�s sur LentiLLes et A.

LochyrL sur Gesses. Pour La pLupart de ces espèces fongiques,
iL s'agit d'un premier isoLement dans Le pays.

Ces espèces d'Ascochyco constituent un groupe

d'agents pathogènes très comparabLes de par La présence de

macuLes nécrotiques sur Les différents organes végétatifs
aériens et Les gousses. Ces macuLes caractérisées par un

haLo cLair, au centre duqueL se trouvent des pycnides noires

et saiLLantes.

Bien que difficiLe à mettre en évidence, nous

avons montré égaLement La présence de L'A. pLnodes et de

A. pLnodeLLo, sur La pLupart des autres Légumineuses cuLtivées

ou spontanées (Pois chiches, Fèves, Gesses, Vesces et Haricots).
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La caractérisation morphologique et culturale

à des fins taxonomiques a montré une hétérogénéité très

marquée de la forme et de la dimension des spores et des

pycnides. Sur la base de ces deux caractères, nous avons

distingué deux principaux groupes d'espèces: le groupe ren-

fermant les espèces à grandes spores souvent pluricellulaires:
A. fabae, A. l.e n c Ls , A. v i.c i.o e , A. o l.s i., A. l.o c hu r-L et A.

pLnades; et le groupe à forte proportion de spores mono­

cellulaires et de taille très variable: A. r ob i.e L, A.

phaseoLorum et A. pLnodeLLa.

Pour certaines de ces espèces comme A. pLno­

deLLa et A. phaseoLorum, la position systématique a longtemps
été controversée. Actuellement l'appartenance de ces deux

espèces au genre Phoma, respectivement P. phaseoLorum et

P. me o Lc c c i.n i.s var. pLnodeLLa, est bien établie.

En revanche, la présence d'une forte propor-

tion de spores monocellulaires, souvent prise en compte

pour la définition du genre Phoma, nous a amené à discuter

l'éventuel rattachement de l'espèce A. rabLeL

Phoma.

atJ genre

En ce qui concerne A. p i.s l, et A. v i.c Lo e la

distinction entre les deux espèces présente encore une

certaine difficulté. Cependant, les observations morpho-

logiques et culturales effectuées sur plusieurs isolats

d'origines géographiques très diverses,ont

deux espèces sont totalement différentes.

montré que les

Une étude ultrastructurale approfondie et

comparative de la conidiogenèse chez toutes les espèces

précédemment présentées, a permis d'éclaircir une systé­

matique assez confuse au sein de ce groupe d'agentspathogènes.
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Dans tous les cas, les cellules conidiogènes ont un fonc­

tionnement du type phialidique identique à celui observé

chez le genre Phomo. Les caractères ontogéniques déterminants

du type annellidique n'ont pas été mis en évidence au cours de

nos observations. Il devie� alors difficile d'accepter les

différences qui ont été proposées entre le genre Ascoch�La et

Phoma.

Cependant, contrairement à notre attente,

l'étude ultrastructurale de la conidiogenèse reste peu accessible

et d'une efficacité quelquefois douteuse dans le cas particulier

des Ascoch�ca spp.

Dans bien des cas, l'identification d'une

espèce fongique basée sur la caractérisation morphologique
et ontogénique des organes de reproduction du champignon

est suffisante. Cependant, lorsqu'il s'agit d'espèces très

proches parasitant un groupe de plantes botaniquement voisines,
leur degré de compatibilité avec la plante hôte doit être

précisé pour une détermination rigoureuse. Dans le cas des

espèces d'Ascoçh�ca isolées à partir des légumineuses, leur

pouvoir pathogène et leur spécialisation parasitaire ont été

évalués après inoculations artificielles. Cette approche a

tout d'abord confirmé la polyphagie des deux espèces A. pLno­
della et A. p Ln o d e s sur la plupart des légumineuses. Pour

les autres espèces: A. p i.s L, A. fo b o e , A. t.o n c i.s , A. v l.c Lc e ,

A. r-o b i.e i, et A. t.o chu r-L, nous avons constaté une haute spé­

cificité vis-à-vis de leur hôte d'origine.

Grâce à ces derniers résultats, nous sommes

en mesure d'affirmer que A. pLsL et A. vLcLae sont deux

espèces bien distinctes.
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Sur le plan agronomique, ces résultats rév�lent

les risques auxquels les cultures de légumineuses peuvent

être exposés si un assolement correct n'est pas respecté.

En effet, le rôle joué par les débris de culture dans la

conservation de l'A. p i.n o d e s et l'A. pLnodeLLa au niveau du

sol, constitue une source de contamination pour l'ensemble

des cultures. Par contre, en raison de leur spécificité

parasitaire stricte A. pLSL, A. fabae, A. LentLs, A.

r cb Le L, A. v l.c l.o e ,

équiva lent.

semblent né pas présenter un danger

Dans la deuxième partie de notre travail con­

sacrée essentiellement à l'anthracnose du Pois causée par

A. pLSL, les exigences biologiques et la variation du

pouvoir pathogène du champignon ont été approfondies.
C'est ainsi que l'étude Ln VLtrO portant sur le compor­

tement de différents isolats d'A. pLSL, a permi de préciser

le rôle essentiel joué par le facteur température. Nous

avons constaté que si les conditions optimales de produc­

tion de l'inoculum (germination, croissance mycélienne,

sporulation), se situent à une température relativement

élevée (20 -

o
22 C) en revanche, les plus forts taux de

transmission par les semences, sont observés pour des

températures plus basses (S-120C). Dans ce dernier cas, la

température agirait en ralentissant la levée, permettant

ainsi au champignon d'infecter les premiers organes de

germination.En plein champ, il a été vérifié que les ré­

gions froides, caractérisées par des périodes de levée plus

longues, sont plus contaminées que les régions à climat

plus doux où les temps de levées sont nettement plus courts.

La connaissance des exigences biologiques et des

conditions optimales d'infection du Pois par A. pLSL, a rendu

possible l'étude de la variabilité du pouvoir pathogène de
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ce champignon. A la lumière des résultats obtenus, l'intérac­

tion différentielle constatée entre les cultivars de l'hôte

et les isolats du pathogène, confirme l'existence de races

physiologiques chez A. pLSL. En effet, le classement des

cultivars établi en fonction des niveaux d'agressivité d'une

part, et de leur sensibilité ou résistance, d'autre part,

s'est révélé très variable suivant le groupe d'isolats

utilisé. En particulier, il a été noté la présence en

Algérie et en France, de la race C, l'une des plus virulentes

et la plus répandue en Europe, notamment en Angleterre et aux

Pays Bas, conséquences vraisemblables des échanges commer-

ciaux de semences. Pour certains isolats appartenant à ce

pathotype, la variabilité de leur niveau d'agressivité, sug­

gère l'existence de biotypes différents.

Par ailleurs, l'isolat A. pLSL (L/G) provenant

du Lot-et-Garonne (France), s'est montré virulent même sur

les deux cultivars "Rondo" et "Finale", considérés jusqu'il
alors comme résistants. Ces dernières observations permec­

tent d'affirmer que la résistance génétique de type absence

totale de symptômes ne semble pas exister chez le Pois.

Cependant comparativement aux autres cultivars, et de par le

niveau élevé de leur résistance, les deux derniers cultivars

restent d'excellents géniteurs pour l'amélioration de la

résistance du Pois vis-à-vis de l'anthracnose.

Grâce à la disponibilité de ces cultivars

présentant une nette différence de comportement par rapport
aux cultivars sensibles du type "Merveille Kélvedon", il a

été possible d'examiner les évènements essentiels accompagnant

l'installation de l'intèraction hôte-parasite chez un couple
compatible et chez un incompatible. A cet effet, nous avons

étudié le processus de l'infection depuis les premières phases

précédant la pénétration de l'hôte par le champignon, jusqu'à
la formation de la nécrose.
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Les observations obtenues en microscopie électro­

nique à balayage ont montré que le processus initial d'infec­

tion du Pois par A. pLSL, est grandement influencé par la

morphologie extérieure de l'hôte. Celle-ci déterminée par

la présence très variable des cires épicuticulaires, est liée

soit aux conditions de développement de l'hôte, soit à l'âge
ou à la nature de l'organe végétal lui-même. Expérimentale­

ment, il a été observé que la suppression mécanique des cires

épicuticulaires, diminue sensiblement les délais de pénétra­
tion habituels pour les cultivars.

Les différences de pénétration de l'A. PLSL

observées dans les cas d'absence ou de présence des cires

épicuticulaires (respectivement sur épi cotyles ou sur folioles),

suggèrent que ces cires n'ont aucune action chimique. Elles

doivent être considérées plutôt comme une barrière physique,

puisque la germination et la croissance des tubes germinatifs

des conidies ne sont pas inhibées. Néanmoins, une étude

précise de la relation existant entre la composition bio­

chimique des cires et la résistance du Pois à l'A. pLSL est

à envisager pour une confirmation de notre hypothèse.

En dehors des rares cas d'entrée par les stomates,

la pénétration directe de l'organe infectieux à travers la

cuticule intervient le plus souvent après la formation d'un

appressorium, suivi d'un renflement mycélien sous-cuticulaire.

Celui-ci est d'autant plus marqué aux endroits dépourvus de

cires à la surface de l'hôte. Cette pénétration ne semble

pas s'effectuer de manière enzymatique. En effet, l'emploi

du Di-isopropylfluorophosphate, un inhibiteur des cutinases

n'a montré aucun effet, ni sur la germination des conidies,

ni sur la pénétration. Eventuellement, des recherches immuno­

enzymatiques pourraient apporter plus de précisions sur cette

étape.
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Néanmoins en étudiant Les évènements cytoLogiques
intervenant au cours du processus infectieux, Les observations

uLtras,ructuraLes effectuées sur La paroi épidermique de L'hôte

ont permis de distinguer, L'existence de deux couches morpho­

Logiquement distinctes et d'épaisseur inégaLe. L'organisation

LameLLaire et compacte pour Le cuLtivar résistant et amorphe

pour Le sensibLe, pourrait expLiquer Les différences de com­

portement de L'un par rapport à L'autre. Avec Les cires

épicuticuLaires et La cuticuLe, La paroi épidermique const­

tuerait La première barrière physico-chimique de résistance du

Pois à L'anthracnose. Une anaLyse biochimique de ces trois

constituants, en reLation avec Le niveau de résistance,
devrait confirmer cette éventuaLité. Si durant ces premiers
stades d'infection, La M.E.T. sembLe indiquer une pénétration

mécanique, dans d'autres cas aucune action de ce genre n'a

été constatée, suggèrant ainsi une pénétration enzymatique.
Ces variations de comportement nous ont amené à considérer

que La pénétration n'est pas excLusivement mécanique ou enzy­

matique, mais qu'eLLe pourrait faire intervenir Les deux

actions à des proportions qui restent à préciser.

Après La pénétration et indépendamment de La

nature génétique de L'hôte, Les renfLements sous-cuticuLaires

observés étaient comparabLes aux vésicuLes de ce�tains champi­

gnons biotrophiques ou hémibiotrophiques. La progression des

hyphes à L'intérieur des ceLLuLes sous-jacentes se fait ensuite

de manière inter et intraceLLuLaire. Ces observations sont

généraLement caractéristiques d'une reLation trophique du

type hémibiotrophique.

ULtérieurement, iL a été montré que des modifica­

tions d'ordre morphoLogique et cytochimique reLatives aux

interactions compatibLes et incompatibLes, sont détectées à

des degrés très différents. Parmi Les évènements accompagnant

Le processus d'infection du Pois par A. p�s�, seuLs
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Les dépôts observés en apposition avec Le champignon entre

La paroi squeLettique et Le pLasmaLemme des ceLLuLes de L'hôte,
sem bl.e nt a v 0 i r un Lie n a v e c La rés i st a n ce. Quant aux structures

hémisphériques pLaquées contre L2s parois des méats ceLLu-
-v 1/

Laires dites"Corps X"et aux dépôts LocaLisés préférentieLLe-
ment dans Les angLes des méats, Leur accumuLation chez Les

cuLtivars sensibLes est un indice de Leur rôLe dans La forma-

tion de La nécrose. D'autres différences de réponses entre Les

intèractions compatibLe et incompatibLe ont été encore notées.

IL s'agit principaLement de La réorientation des chLoropLastes

chez L'hôte résistant et de Leur destruction assez rapide chez

L'hôte sensibLe. En revanche chez L'hôte résistant Le système
membranaire conserve pLus Longtemps son intégrité. Pour Les

autres organites, Les différences n'ont pas été aussi évidentes.

En ce qui concerne Le pathogène, une vacuoLisation importante et

un cytopLasme réduit comportant peu d'organites sont observés

dans L'hôte résistant, aLors qu'au niveau de L'hôte sensibLe

Les hyphes sont normaLement conservés.

D'une manière généraLe, Le stade souvent avancé

auqueL Les observations ont été faites, a surtout précisé La

genèse de La nécrose. Si ce travaiL devrait être poursuivi,
iL conviendrait d'envisager des stades d'infection pLus pré-

coces pour saisir tous Les détaiLs du processus.

La tentative d'approche cytochimique pour carac­

tériser L'interaction P. s o c i.vumz A. pLSL, a permis de préciser

La nature biochimique de queLques enzymes ou de Leurs produits

de réaction dans L'interaction compatibLe. PLusieurs des

métaboLites secrétés par La pLante et / ou Le pathogène ont

pu être identifiés et LocaLisés. Nous avons signaLé notam-

ment ta nature caLLosique de certains dépôts apparaiss3nt

Lors de La formation de La nécrose. De même La réaLisation

du test de THIERY a indiqué La nature poLysaccharidique des

accumuLations dans Les méats et entre autres ceLLes des

"Corps X".
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Parmi les enzymes secrétés par l'hôte, ce sont

essentiellement les polyphénoloxydases et à moindre degré les

peroxydases qui ont été mis en évidence; ces enzymes d'oxyda­
tion sont connu�s pour leur participation dans la synthèse
des polyphénols. De telles substances sont souvent impliquées
dans les mécanismes de résistance des plantes et la formation

de nécroses, comme cela est

ce qui concerne les enzymes

suggéré dans le cas du Pois.

secrétées par le pathogène,

En

la

détection de la phosphata se acide en quantité importante dans

l'environnement immédiat des hyphes constitue un donnée supplé

mentaire concernant l'arsenal enzymatique utilisé par A. pLsL
durant la pathogenèse.

A la lumière des résultats obtenus concernant la

diversité des structures et des métabolites mis en place par

les deux types d'interaction, compatible et incompatible,
nous confirmons la complexité des phénomènes ultrastructu-

raux et cytochimiques qui sont généralement observés dans les

relations hôte-parasite. Sans sous-estimer les résultats

positifs obtenus relatifs à la connaissance du couple P.

sacLvum/A. pLsL, nous considérons indispensable de préciser
ultérieurement la chronologie de l'intervention dans la patho­

genèse des métabolites et des médiateurs chimiques.
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