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Ie travail mené sur les anthracnoses a permis d'identifier
les principalés espéces @' Ascochyta inféodées aux légumineuses cultivées
et spontanées en Algérie.

la caractérisation morphologique et culturale a confirmé
leur hétérogénéité marquée et la confusion qui a souvent régné au sein de
ce groupe de pathogenes, Par l'analyse des mécanismes ultrastructuraux de
la conidiogenese, il a été observé un mode de formation ontogénique du type

phialidique, comparable a celui observé chez le genre Phoma.

L'aspect systématique des Ascochyca a été camplété
par une étude de la spécialisation parasitaire; en dehors de 1'Ascochycta
pitnodes et A. plncdella les autres especes ont moniré une nette
spécificité 4 1'égard de leur hote d'origine.

Dans la partie consacrée a l'anthracnose du Pois causée
par A. pisiL Lib., l'étude des exigences biologiques et du pouvoir
pathogéne du chamrpignon a permis de définir les conditions de transmission
de la maladie ainsi que la variabilité génétique des isoclats.

Les relations hote-parasite ont été ensuite abordées chez
un phénotype sensible et un résistant. A 1'aide de la M.E.B., les aspects
du processus de germination des conidies et de la pénétration de 1'hote ont
été précisés, en relation avec la morphologie extérieure des cultivars et
la présence des cires cuticulaires. Les évenements ultrastructuraux inter-
venus apres la pénétration, jusqu'a la formation de la nécrose, ont montré
des différences entre les interactions compatibles et incompatibles, La
nature cytochimique de certains metabolites secrétés par la plante
ou le pathogéne a été discutée.

Mots clés
- Anthracnoses, légumineuses,
- Ascochycta ssp. systématique, ontogénie,

- P. saclvum, A, pilsiL , pouvoir pathogéne,
spécificité parasitaire,

- Relations hote-parasite, interactions compatible et
incompatible

- Ultrastructure, cytochimie.



AVANT - PROPOS

Les travaux de recherches présentés dans ce mémoire
oht été pour L'essentiel réalisés a partir de 1981 dans trois
principaux laboratoires: Département de Botanique (I.N.A. EL-
Harrach), Station de Pathologie Végétale (Versailles) et labo-
ratoire de Cytologie et Morphogenése Végétales (PARIS &Y. Je
ne saurais oublier les résultats antérieurs obtenus au labo-

ratoire de Pathologie Végétale (PARIS 6).

Je saisis cette occasion pour renouveller toute
ma reconnaissance aux nombreuses personnalités scientifiques

qui m'ont permis de soutenir ce travail en thése.

Je voudrais tout d'abord exprimer toute ma gratitude
4 Madame Le Professeur A. NOUGAREDE, Responsable du laboratoi-
re de Cytologie et Morphogenése Végétales (PARIS 6), pour l'ac-
cueil qu'elle m'a réservé au sein de son laboratoire et pour
L'intérét particulier qu'elle n'a cessé de témoigner au dérou-
lement de ce travail. Je la remercie également pour L'honneur

qu'elle me fait en acceptantla presidence du jury de thése.

J'exprime ma profonde reconnaissance a Monsieur Le
Professeur G. BOMPEIX, Responsable du laboratoire de Patholo-
gie Végétale (PARIS 6) qui a été a L'origine de La conception
du sujet traité et qui a dirigé les travaux. En fait, il s'agit
de Lla continuité du travail de Mégister gqu'ilasuivi auparavant
en m'accueillant dans son laboratoire. Ses encourragements
amicaux, son soutien moral et ses conseils ne m'ont'jamais fait

défaut, jusqu'a Lla rédaction finale du document.

Je tiens & remercier également Monsieur C. ALLARD ,
Directeur de recherches 4 La Station de Pathologie Végétale
(VersaiLLes), qui m'a accueilli avec beaucoup de bienveillance,
durant les nombreux séjours de courtes et longues durées. En
bénéficiant de sa longue expérience sur le sujet traité, il m'a
été possible de faire progresser lLes travaux. Sa contribution

4 La reproduction du document m'a été d'une précieuse aide.



Je dois une reconnaissance toute particuliére 3
Monsieur G. SALLE, Maitre de Conférences au Laboratoire de
Cytologie et Morphogenése Végétales (PARIS 6), pour son aide
précieuse et déterminante &4 La réalisation des études cytolo-
fiques et cytochimiques. Sa rigueur scientifique et son deé-
vouement inlassable, ont permis de présenter un document,

dont Le mérite Lui revient en partie.

Mes vifs remerciements s'adressent également &
Madame M.F. ROQUEBERT, S/Directrice au Muséum d'Histoire natu-
relle de Paris, pour les nombreuses discussions fructueuses
dont elle m'a fait bénéficiées. Elles m'ont permis une inter-
prétation plus nuancée de certains résultats relatifs & l'on-

togénie des champignons. ElLle a bien voulu accepter d'étre

parmi les rapporteurs.

Je remercie trés chaleureusement Monsieur le Pro-
fesseur A. COLENO, Professeur &4 L'I.N.A. de PARIS, qui malgré
ses hautes occupations au Ministére de L'Agriculture, n'a émis

aucune réserve pour juger ce travail.

Monsieur, D. SPIRE, Directeur de Recherches & la
Station de Pathologie Végétale, pour L'intérét qu'il porte 3
ce travail sur les anthracnoses des Légumineuses et pour

avoir bien voulu accepter de faire partie du jury.

Je tiens a exprimer ma gratitude & tous ceux qui
ont apporté Lleur concours a la réalisation de ce travail et
notamment:

- Mr COUSIN et AUDRAN de la Station d'Amélioration des
Plantes de Versailles en nous fournissant le matériel
végétal et la serre.

- Melle BERRIER et Mme JAUNET, de La Station de Sciences
du Sol pour leur contribution & La réalisation des obser-
vations de M. E. B. (Cryoscanning).

- Mme FIALA, Responsable de la Bibliothéque de Pathologie
Végétale (Versailles) qui nous a toujours assisté aux

recherches bibliographiques.
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PRINCIPALES TECHNIQUES D'OBSERVATIONS UTILISEES

Fig. 34 a 42 Microscopie en contraste de phase interférentiel

Microscopie photonique avec coloration au bleu

Fig. 44 a 51 de toluidine

Fig. 57 a 66

71 et 72 M.E.T., contraste citrate de plomb-acétate
74 et 75 d'uranyle
78 a 381

Fig.s 67 & 70 Test PATAg (cf. techniques)

Fig. 76 et 77 Microscopie photonique, coloration nucléaire
85 a 87 au GIEMSA

Fig. 88 Micrscopie photonigque sans coloration

Fig. 92 a 97
102 105 M.E.B. en cryoscanning
107 a 126

[T

Fig. 98 a 101

106 M_.E.B. par le point critique

Fig. 127 & 130 Microscopie photonique, coloration au paragon

M.E.T., contraste au citrate de plomb-acétate

Fig. 131 a 140 d i raryie

Fig. 141 a 147 < ; 2 ;
148 3 151 Microscopie photonigque, coloration au paragon

M.E.T., Contraste citrate de olomb - acétate

Fig. 152 a 1890 d i Pamyle

Microscopie photonique au bleu d'aniline,

Fig. 181 et 182  \ ervation en U.V. (518 nm)

Fig. 183 Microscopie photonique en Lumiére visible
Fig. 184 - 1838 Test PATAg, (cf. techniques)
Fig. 189 a 193 Test cytochimique de remise en évidence de Lla

phosphatase acide (cf. techniques)

. ; Test cytochimique de remise en évidence de Lla
Fig. 1%¢ ¢ 196 polyphénoloxydase (DOPA) (cf. techniques)
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INTRODUCTICN GENERALE

S

La product;bn des grandes cultures en Algérie est
confrontée a de nqmbreux problemes, qui constituent un obstactle
a son développement. Les aspects phytotechniques (fertilisation,
date de semis, profondeur et densité de semis, désherbage, choix
variétal etc...), en sont parfois la cause, cependant les prob-
Léemes phytosanitaires souvent ignorés entrainent de lourdes
pertes. Bien qu'il n'existe pas de données exactes a ce sujet
de nombreux rapports attribuent la stagnation ou la bajsse des
rendements a des maladies. La modernisation de L'agriculture a
fait appel & des moyens de production performants (utilisation
de varietés a haut rendement, fertilisation, irrigation, impor-
tation de semences etc...), et a été marquée souvent par une

rupture de t'équilibre des agro-écosystémes.

Il en est résulté en particulier dans notre
pays, soit une introduction de nouveaux pathogénes, soit une
multiplication d'espéces qui étaient jusqu'a lors a L'état
endémique. Par exemple, les légumes secs, principales cultures
vivriéres aprés les céréales, n'ont pas échappé &4 La menace

des anthracnoses causees par des Asccchyta spp.

Face 4 cette situation, nous avons profité de
la structuration de la recherche agronomique a L'I.N.A. (EL-
Harrach) en 1977, pour nous préocccuper de LlL'anthracnose du

Pois causée surtout par A. pisi..

Dés lors, et sans ignorer L'apport des autres moyens
de lutte (amélioration des techniques culturales, Llutte chimique,
emploi de semences saines etc...), L'utilisation éventuelle de
la résistance variétale a été notre objectif & Long terme, d'ou
L'intérét 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 Ascochyta pisi/

Pisum sativum.



1. HI STORIQUE

1.7. 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 guelcongue nais d'étendue
Limitée, pouvant affecter les feuilles, lLe tiges, les fruits,

les rameaux ou les écorces pour lLes végétaux.ligneux .

Initialement, cette dénomination a été sur-
tout réservée aux Llésions provoquées par les champignons de
L'ordre des Mélanconiales et plus particuliérement & celles

causées par les espéces du genre Collecocrichum,

En étudiant L'anthracnose du melon provoquée
par Collecocrichum Lagenoarium (Pass.) ELL. et HALST., TOUZE
(1964 a précisé L'origine du terme qui vient de grec "anthrax"=
ulcére et de "nose" = maladie. Le processus physiologique qui
aboutit a8 La formation des ulcérations nécrotiques, caractéris-
tigques de cette affection, est maintenant précisé (TOQUZE, 1964;

HEATH et WOOD, 1969).

Pour Lla majorité des tLégumineuses, les anthrac-
noses constituent un groupe trés important de maladies affec-
tant les différents stades de développement de ces cultures.
L'agent causal est, dans Lla plupart des cas, un champignon a

pycnides du genre Ascochyca.

AGENTS RESPONSABLES DE L'ANTHRACNOSE DU POIS

Depuis les travaux de JONES (1927), SATAR (1933)
HARE et WALKER (1944), il a éeté définitivement reconnu, que

L'anthracnose du Pois étajt causée en réalité par trois espéces



bien distinctes appartenant au genre Ascochyta: A, pisti,

A. plnodes {(Mycosphcerella pincdes) et A. pinodella. La
littérature relative & cette maladie, citée par ces auteurs,
faisait état d'une confusion qui a longtemp régné entre les
différentes espéces. Ainsi, STONE (1912) considérait que

A, plsl décrite pour La premiére fois par LIBERT (1830}
était La forme parfaite de Mycosphaerella, cette dernjére
ayant été préciséepar JONES (1927)Y. De méme la classification
des genres et des espéces responsables des anthracnoses sur
Légumineuses (LINDFORD et SPRAGUE, 1927; SPRAGUE, 19299
maintenait encore quelgues imprécisions, ou A. pinodella

était considérée comme une microforme de L'espéce A. pinodes.

Par Lla suite, les descriptions reprises par
SKOLKO et al., (1954 et par WALKER (1969) établissent que
les trois espéces se différencient les unes des autres par
les symptdmes qu'elles provoquent au niveau de la plante,

la Localisation des lésions et les caractéres morphologiques des

pycnidiospores:

Ascochycao pisibLib.: cette espéce provogque des nécroses
déprimées circulaires au niveau des différents organes
(feuilles, tiges, gousses), ayant une coloration maron c¢lair
et un contour toujours bien délimité par une marge plus
foncée.s Les Llésions provoquées sur les tiges sont plus
allonyées 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; lLa forme sexuée n'est pas actuel le-
n

ment connue.

Mycosphaerellao pinodes (BERK. et BLOX.) VESTERG avec Lla
forme parfaite: Ascochyta pilnodes L.K. JONES, provoque
des taches brunes irrégultiéres susceptibles d'affecter
Ltrensemble de la plante. Les lésions Les plus remarquables se
localisent te plus souvent au niveau des noeuds ainsi que sur

les parties basses de la plante. La coloration des taches



est plus sombre que dans lLe cas précédent; les pycnides sont

beaucoup moins saillantes.

Ascochytco plnodella L.K. JONES dénommée aussi
Phoma medicaginis MALBR. et ROUM. var. pinodella JONES, cette
derniére espéce de moindre importance provoque des symptdmes
qui sont proches de ceux causés par A. pinodes. A, pinodella
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
espéce.

Morphologiquement, les trois Ascochyca peuvent
se distinguer par les dimensions de leurs conidies; cependant,
le tableau 1 montre la varijabilité des mensurations des dif-

férentes souches examinées par divers auteurs.

1.2. DISTRIBUTION ET EXTENSION DE LA MALADIE DANS LE MONDE

Les premiéres descriptions de cette maladie
ont été faites aux Etats Unis dés le début du siécle. En
effet JONES (1927) et SPRAGUE (1929) signalaient déjad L'im-
portance des -.. . dégdts sur les cultures de Pois. Par la suite
et sur Le méme continent, la maladie a été signalée plus au
Nord, au Canada od 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 pisi, DEKKER (1957),
rapporte lL'extension alarmante de cette maladie & travers

plusieurs régions de Hollande.

Dans les pays de L'Est, cette maladie s'est
manifestée avec la méme intensité, notamment en URSS dont
les dégats ont été rapportés par BONDARTZEVA et al., (1937}
KSENDZOQVA(1976) puis DOROZHKIN et KREMNEVAC(1976).,
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En Pologne, BAJAN (1978) et WEGRZIYCKA (1984), considérent
gue la culture du Pois reste fortement Limitée par la pré-
sence des Ascochutc spp. De méme SUSURI (1974) signale

L'importance de ces espéces en Yougoslavie.

En France, dans Lqﬂptupart des Lots de semences
récoltées et dans les cultures Jé plein champ, La présence de
L'anthracnose et notamment celle dile a A. plsi, a été long-
temps la plus fréquente C(ALLARD, 1965; CHAMPION, 1969, 1981;
ANSELME et CHAMPION, 1967; ANSELME et al., 19707, Ceci a
justifié depuis plus de deux decennies maintenant ta pricri-
té donnée aux programmes de recherche pour L'amélioration du

Pois contre L'anthracnose.

Les pays du Maghreb n'ont pas échappé & 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 symptOmes cobservés
sur gousses et sur feuilles et L'identification de L'espéce
mentionnée. Nous avons estimé que les deux espéces A.plLsil

et A. plnodes étaient mélangées sous L'appellation A.plsti.

A part ces échantillons trés anciens, aucune
étude antérieure n'a été signalée en Algérie, et ce jusgu'en
1975, époque od nous sommes interessés aux problémes phyto-

sanitaires des semences de Pois produites dans le pays.

1.3. LE PROBLEME ACTUEL DES ANTHRACNOSES EN ALGERIE

La production des cultures lLégumiéres en
Algérie n'a eonnu un début de développement qu'a partir des

années 1970, avec notamment lLa mise en place par le M.A.R.A.



(Ministére de Ll'Agriculture et de La Réforme Agraire) de
l'époque, d'un projet F.A.0. dit "Algérie 29". A partir

de 1974, cette structure a été remplacée a L'échelle nationale,
par une autre structure: L'I.D.C.M. (Institut de Développement
des Cultures Marajchéres). (et Institut avait pour mission de
répondre aux exigences, en matiéere de cultures Llégumiéres,
d'une agriculture gui devait passer d'un type traditionnel, 2

une agriculture moderne.

L'un des objectifs assignés a 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 a4 une importation massive de semences destinées & &tre
multipliées. Durant cette période, on ne se préoccupait que
des semences pour La production de Pois et de Haricots verts;
Lles autres semences de légumes secs (Pois chiches, Pois secs,
Féves, Lentilles, Vesces etc...) dépendaient d'un autre orga-
nisme: L'I.D.G.C. U{Institut de Développement des Grandes

Cultures).

Depuis, les bilans de chague campagne agri-
cole montrent que la superficie de L'ensemble des Légumi-
neuses connait une augmentation rapide, elle est passée de
82 000 ha en 1971 & plus de 150 000 ha en 1985 (Fig. 1).

Malheureusement, L'extension de ces cultures
s'est traduite chague année par un emploi de plus en plus
fréquent de lLots de semences contaminées. Nous ne citerons
gue les cas de la production de semences de Pois,cultivar
"Douce de Provence", largement multipliées & L'Ouest du pays.
Leur taux d'infection par Ascochyto pisi, déjd important en
1973 - 74 (15%), est passé, dans lLa méme zone de multiplica-
tion, a 51% (BOULNAD, 1976).

L . B L'importanceide cette-maladie révélée par Lles

travaux d'analyses des semences (BOUZNAD, 1976 et 1982 ;
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SAHNOQUN, 1977) et L'extension constatée par la suite de
L'ensemble des maladies a4 anthracnose sur la plupart des
Légumineuses cultivées, nous a incité a prendre en charge

ce théme de recherche.

De plus,il apparait que A. plnodes et A.
pLnodelia qui étaient insignifiantes il ya quelgues années
sont de plus en plus détectées dans les analyses de semences
et en cultures. Les résultats que nous présenterons pour
A, pisi pourront tre nous l'espérons extrapolés,

dans certaines limites, & ces deux derniéres espéces.

1.4. EVOLUTION DES RECHERCHES CONCERNANT LE
GENRE Ascochyca SUR LEGUMINEUSES

Dans les paragraphes précédents, nous avons
essayé de situer et de définir ['importance du groupe des
anthracnoses chez les Légumineuses, avec une attention plus

particuliere pour L'espéce A. pisl.

Nous avons jugé ensuite nécessaire de rappe-
ler L'état de nos connaissances dans les principaux domaines

gui nous préoccupent:

- la systématique du genre Ascochyuta;

s+la biologie avec la wariabilité du pouvoir pathogéne et

les aspects de Lla lutte Liés a4 La transmission par Les

semences;
- les aspects morpholeogiques et biochimigues se rapportant

aux relations hbte-parasite dans le cas du couple Pisum:

saclvum/ Ascochyca pist.

1.4.1. PROBLEMES LIES A LA SYSTEMATIQUE DU GENRE

Ascochyta

Les premiers travaux de recherche effectués

sur les anthracnoses des Légumineuses causées par Le genre



Ascochyta ont été orientes au début vers les problémes d'iden-
tification. LINDFORD et SPRAGUE (1927), puis SPRAGUE (1929
ont tenté d'établir une classification en comparant les carac-
téres morphologiques des espéces fongiques isolées du Pois

(A. plsi, A. plnodes et A. pincdella) avec ceux d'autres
espeéces (A, viclLoe, A. Lathyri et A. faboe) isolées & partir

des Légumineuses comme la Vesce, la Gesse et lLa Feéeve.

Par des inoculatijons expérimentales, ces
auteurs ont montré la large gamme d'hBtes d'A. pisi et d'A.
cincdes sur certaines Leégumineuses et ont insisté sur lLa

similitude existant entre A. piLsi, A. viclLae et A. faboe.

Une comparaison entre A. pinodella et cer-
taines espéces du genre Phoma a permis a DENIS (1935) et a
BOEREMA et al., (1965) de reconsidérer la peosition taxono-
mique d'A. pinodella.

ROGER (1958 a noté pour sa part la varia-
bilité des caractéres morphologiques du genre Ascochyca
montrant ainsi lLla difficulté de La distinction entre Lles

différentes espéces.

Cette situation est une des raisons pour

Laguelle , pendant Llongtemps, L -hdte a constitué un des
éléments essentiel dans la détermination des espéces. Bien
évidemment, les conclusions sont erronées lorsqu'il s'agit

d'espéces polyphages.

Cette difficulté taxonomique s'explique par
L'absence d'une partie du cycle de reproduction: la phase
sexuée . De plus, les caractéres 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),



ne permettent pas une distinction toujours rigoureuse.Surtout
Lorsqu'il s"agit de diétinguer certaines espéces des
genres Ascochyta et Phoma.

$'il n'y a pas de probléme majeur pour
définir L'appareil sporifére et lLe type de spores pour un
champignon donné, en revanche lLa genése et le mode de
Libération des spores (caractéres fondamentaux de dif-
férenciation), n'ont pas été clairement établis. Ce n'est
que depuis les deux derniéres décennies, avec lLe dévelop-
pement de la microscopie électronique a8 balayage (M.E.B.)
et 4 transmission (M.E.T.), qu'il a été possible de préci-
ser les détails de la sporogenése. Tous ces aspects onto-
génigues caractérisant lLes champignons imparfaits ont été
targement discutés lLlors du Congrés International tenu au
Canada (KANASANSKI 1969), dont L'essentiel des travaux a
été publié par KENDRICK (19711}.

Antérieurement, BREWER et BOEREMA (1965}
avaient relevé des différences entre quelques espéces des
genres Ascochuyta sp.et Phoma sp.; notamment dans Le mode

de détachement de leurs conidies.

Cette étude de La conidiogenése a été reprise
par BOEREMA et BQLLEN (1975). Ces auteurs ont proposé
deux processus ontogéniques différents: L'un annellidique
pour lLe genre Ascochyto et L'autre phialidique pour Le
genre Phoma . .« Cependant pour PUNITHALINGAM (1979)
et SUTTON (1980), Lles anneaux des Ascochyto observés en

microscopie photonique ressemblent aux phialides des Phomo.

Le terme de phialide, employé pour La pre-
miére fois par VUILLEMIN (1910), est retatif aux cellules
conidicgénes en forme de bouteille qui produisent Les coni-
dies des champignons. Par la suite, HUGHES (1933} a
distingué un autre mode de formation ontogénigue des coni-

dies dans sa nouvelle clé de détermination des Hyphomycétes.
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Trés proche du type phialidique, ce deuxiéme type de conidio-
phore se distingue du premier par la présence de cicatrices
successives laissées & la place de chaque conidie détachée.
Ce dernier auteur a donc proposé le terme annellophore pour
les especes dont Le <conidiophore est soumis & une élonga-
tion aprés la formation de chaque nouvelle conidie. IL en
résulte une annellation dont lLe nombre d'anneaux correspond
au nombre de conidies formées. Ces annellations sont plus
ou moins visibles en fonction des variations de croissance
des conidiophores aprés lLa Libération de chague 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 a observer.

Ultérieurement, et aprés les orientationss
données par le collogue de KANASANSKI tenu en 1969C(KENDRICK,
1971), des études approfondies réalisées sur L'ultrastructure
des processus ontogéniques d'un grand nombre d'espéces, ont
permis d'établir les caractéres de base qui difféerencient

chague type ontogénique.

D'aprés 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: Lle mode blastique et le mode

thalliqgque.

Dans lLe cas du mode blastique qui nous intéresse
plus particuliérement, il a été montré qu'au niveau du type
phialidique (Fig.2), la paroi de la conidie est formée sans la

participation directe de la parci”“interna du conidicphore: le

processus est dit entéroblastique.

En revanche chez le type annellidique (Fig.2),
la conidiogenése apparait holoblastique, c'est a dire que les

parois de la cellule conidiogéneusont pas impligquées 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 annellidigue. (d'aprés MINTER et al,1982)
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-Cas du mode phialidique chez Trichoderma saturnisporum
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- Cas du mode annellidique chez Scopularlopsis brevicaulls

Le deuxiéeme caractére 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 aprés chague
formation d'une nouvelle conidie une certaine élongation du
conidiophore. Ce conidiophore subit une croissance, dite
indefinie, dont L'importance peut &tre variable d'une espéce a

L'autre.



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 étargissement du col du conidio-

phore (ici phialide?.

L'importance de cette lLargeur, lLiée au nombre
de conidies formées, est matérialisée par un ensemble Llamel-
Llaire treés caractéristique d'une phialide (RORUEBERT, 1977;
ROQUEBERT et FAYERT, 1982); dans ce cas le conidiophore est

dit &8 croissance définie.

Compte tenu de ces donnees, notre travail est destineég a
apporter des précisions sur le mode de conidiogenégse des

Ascochuca et, par La-méme, a les caractériser.

1.4.2. BIOLOGIE, TRANSMISSION ET VARIABILITE
DU POUVOIR PATHOGENE D'A. pist

Bien gue L'importance des dégats provogués
par ce pathogéne et les causes de cette maladie ajent été
établies depuis lLe début du siécle, il a fallu attendre Lles
années cinquante pour voir apparaitre les premiers travaux
sur les conditions de développement Ln vitro du champignon
(BREWER et MACNEIL, 1953)Y. Depuis, plusieurs aspects rela-
tifs aux exigences nutritionnelles du champignon (socurce de
carbone et d'azote) ont été abordés, définissant ainsi les
formes assimilables en certains éléments nutritifs nécessai-
res 4 La croissance et & la sporulation (BREWER, 1960;
BAJAN, 1968),

L'effet de la lumiére a surtout été eétudie
par LEACH (1962), ainsi gue BLACKEMAN et DICKINSON (1967).
lLes auteurs ont montré que Le comportement du champignon
peut &tre influenceé par la qualité de lLa lLumiére; certains
isolats d'A. piLsiL avaient une sporulation nettement favorisée
par une expPosition sous des longueurs d' ondes comprises entre
230 et 290 hm.



Parmi les autres facteurs abiotigues, SUSURI

(1976) s'est intéressé, entre autre, & L'action de la tempé-

rature. Il a déterminé les conditions optimales de croissan-

ce et de sporulation d'A. pisl situéma 20°C.
Pour notre part, la nécessité de mieux con-

naitre le matériel biologique dont nous disposions, nous

a conduit a préciser lL'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 pathogéne, en tant que fac-

teur epidémiologique. Seules guelques données fragmentaires

signalent Le rdle des débris de plantes infectées comme
le sol pour Lles

WALLEN et JEUN, 1968;

moyen de conservation de L'inoculum dans
contaminations primaires (WALLEN, 1955;
WALKER, 1969; SHERIDAN, 1981).

En revanche il a été établi gue la contamination

intra-embryonnaire des graines (DEKKER, 1957}, constitue la
voie la plus efficace de transmission et de dissémination
d'A. pisil. L'infection primaire des plantules commence dans

¢e cas par les feuilles cotylédonnaires puis elle s'étend

pProgressivement aux parties supérieures de la plantule

(NEERGARD, 1977)., A partir de ces foyersprimaires,
auteurs (NEERGARD, 1977; WALKER, 1969; ANSELME, 1967) consi-

dérent que la propagation de la maladie est favorisée par

tous les

L'humidité., Les gouttelettes de pluie arrivant au contact des

organes végétaux provoguent des éclaboussures qui assurent La

Schématiquement, nous nous sommes
(communication

dispersion des conidies.
inspiré des travaux réalisés par ALLARD et al.
personnelle) sur A, pinodes, pour reproduire le cycle biologique

de L'A. pisl (Fig. 3 ). Ce schéma résume les différentes étapes



de La contamination et de la reproduction du champignon,
telles qu'elles se déroulent dans la nature. On constate
que les semences contaminées et lLes débris de cultures sont

les sources principales des infections primaires.

Fig. 3: Cycle biologique de L' Ascochyta pisi Lib.

Floraison

T (4
- Formation
gousses
Encheygtrement
P - N7
@Stroma

pPénétration myceélien \\&
Cycle

Extension par
La pluie I reproduction Pycnide

Y

champignon
Cirrhe

g

Germ1nat10n ‘///
\CID

Pycnidiospore

Libérée Graines
-revr Sol

Contamination ' (:) Saine




En Algérie, les zones semi-arides & pluvio-
sité reéduite 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,

ta lLlocalisation d*A, piLsiL 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; RUOKOLA;1979). Des techni-
ques appropriées ont été mises en oeuvre pour la détection et
L'identification des agents responsables de Ll'anthracnose du

Pois dans l'analyse sanitaire des semences.

De méme, L'importance des dégats causés lors
de lLa levée des plantules et L'extension de la maladie 2
partir des foyers primaires, ont conduit d'autres auteurs
3 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 dégats
causés par La maladie, mais Lla recherche de variétés résistan-
tes a constitué aussi un autre moyen complémentaire, ce qui
nécessite aussi une étude de la variabilité du pouvoir patho-
géne d'A. plsi. Cette approche constitue un préalable & tout

programme d'amélioration génétique.

A cet effet Les premiéres études effectuées
par WALLEN (19573, ont permis de reconnaitre l'existence de
guatre races distinctes d'A, pistau Canada.Des travaux plus
récents (HUBBELING, 1972, 1984; COUSIN, 1972, 1984) ont permis
de caractériser une autre race, différente de celles deéja
décrites au Canada. (e qui porte aujourd'hui a cing le nom-

bre total de races ou pathotypes connus dans le monde.



1.4.3. DONNEES BIOCHIMIQUES ET MORPHOLOGIQUES
CONCERNANT LES RELATIONS HOTE-PARASITE

DU CQUPLE PLsum sacilvum/Ascochyto pilsi

Les premieres études ayant porté sur la physio-
pathologie de cette maladie ont été menées par HEATH et WOOD
(1971). Ces auteurs ont montré Ll'existence et le rdle des
enzymes pectinolytiques et hemicellulotiques dans La dégrada-
tion des cellules de L'hdte; ilsont également établi les moda-
litées 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 pathogénése (BOUZNAD, 1978). <('est ainsi que
nous avons mis en évidence Ln vioro et n viLvo une autre gamme
d'activités enzymatiques jamais signalées auparavant pour Le

couple Pisum sacivum- A, plsi.

Nous remargquons que ces recherches préliminaires
en utilisant la technique "Api-zym", nous avait permis de détec-
ter entre autres; la phosphatase acide, la phosphatase alcaline,
des Lipases et des estérases. Leur concenctration augmentait
trés significativement avec le pouvoir pathogéne des isolats
et le temps d'incubation. Certaines de ces enzymes ont été
confirmées plus recemment parHOFFMAN et TURNER, 1982. Toutes
les activités enzymatiques detgctées L0 vivo et Ln vicro par

A. piLsl sont résumées dans le tableau 14e .

Par ailleurs des phytoalexines sont accumulées
dans les cellules de L'hdte aprés attaque du Pois (CRUICKSHANK
et PERRIN, 1965; HEATH e WOOD, 19713. Il s'agit principalement
de la pisatine. Ces derniers auteurs ont montré Ll'existence
d'une correlation générale entre La résistance des cultivars

testés et la production de pisatine dosée aprés infection.
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Tabl.3bs Principales activités enzymatiques secrétées
Ln vieroc par Ascochytoe pilsi Lib.

Ln vivDo et

Auteurs HEATH et WOOD KSENDZOVA BOUZNAD HOFFMAN et
(1971) (1974 (1978) TURNER(1982)
. “Ln Ln Lo Ln Ln Ln
Activites . 3 . . . .
- vivo vicro vitro VLVO vLECro viero

Enzymatiques
tellulose (CX) N ¢]

Hemicellulases

+ arabinase + 0

+ xylosidase
Pectinases

+ polygalacturonases + + +

+ polyméthylgalactu- + + +

ronases

+ polyméthylesterases +-

+ of galactosidase a + +

+ 4 galactosidase N +

+ ﬁ glucosidase N + +

+ of glucosidase N N
Protease

+ Aminopeptidase + N +
Amylase +

Phosphatase + +

Invertase +

L egemdes :

+ presence forte achviré

0 absence gctivite

N achvite trés faible



On a aussi montré la sécrétion d'une toxine
non spécifique: l'ascochitine. Cette substance antibioti-
que a été isolée, décrite et caractérisée a partir de fil-
trats de culture d'A.,plsipar (BERTINI, 1956) et par OKU et
MAKANISHI (1963) & partir de filtrats de culture d* A.

fabaoe.

Par la suite, Le POIVRE (1981 et 1982) a
établi une corrélation entre lLa 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 a partir d'une culture agitée d'A. faboe et

A, plisdL.

$5i dans le couple P. socivum / A. pisi de
nombreux processus biochimiques ont été précisés, en revan-
che les événements morphologiques qui accompagnent l'interac-
tion hb6te-parasite n'ont pas fait L'objet d'études trés détail-

lLées en ce qui concerne l'ultrastructure et la cytochimie.

Pour beaucoup d'autres pathogénes, des données
ultrastructurales sur les mécanismes de sensibilité ou de résis-
tance sont connues en particulier pour les biotrophes obliga-
toires ( idijums, mildious et rouilles) , (ELLINGBOE, 1966;
STAVELEY Ei_gi., 1969; BENADA, 1970; MONT et SKESINSKI, 1971;
INGRAM, 1976; KUNOH, 1978 et 1981; CONTI et al., 1985,

Parmi lLes hémibiotrophes, c'est princilement Lle
genre CollLetcctrichum et plus précisement, C.LindemuthiLanum
agent de l'anthracnose du Haricot a été le plus étudié
(PARBERY et MERCIER, 1971; ALLARD, 1971; MERCIER et WOOD,
1971; O'CONNELL, 1985). bDe trés nombreux parasites sont par
ailleurs nécrotrophes ou biotrophes (MESSIAEN, 1931).

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

de ce point de vue la position de L'A. pilsi, en précisant

les événements morphologiques et biochimigues (cf.Fig. &)

tels que définis par de nombreux auteurs (AKAI et OQUCHI,
1973; WHEELER, 1975; HEITEFUSS, 1981; MISAGHI, 1982; MANSFIELD

et HEATH, 1982; HEATH, 1982 (b)).
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4: Schéma des événements morphologiques (ultrastructuraux?

Fig. ) : I
et biochimiques conduisant a une sens1b1L1t? ou une
résistance dans une interaction hdte-pathogene.
HOTE \\\\ﬁi PATHOGEHNE
SENSIBLE RESISTANT AVIRULENT VIRULENT E
—_— —_— i p
\\N 4(// \\\s 2
T
Défini par Défini par
/ Absence ou Présence Absence ou Présence F
0
N
Facteurs physiques Facteurs chimiques o
. Cires cuticulaires . Eléments nutritifs . Toxine :
. Cuticules . Conposés toxigues . Enzyme E
. Parci cellulaires - Inhibiteurs enzymatiques . Eliciteurs N
. Staomates . pH . Suprégeurs T
| A
\\“ﬁi '
INTERACTION
HOTE - PATHOGENE
Ste Sensible/ Hote Sensible/ HOte Résistant/ Hote Résistant/

Pathogéne Virulent pathogene Avirulent Pathogéne Virulent Pathogene Avirulent
MédLlareurs
PERIODE DE RECONNAISSANCE e g
g 5 st } E
Evenements Biochimiques Evenements Ultrastructuraux T
A
T
. Toxines . Phytocalexines . Destructions organites . Papilie A
. M2tabolismes . Phénols . bésorganisation cel- . Lignification C
orotéines . Callose lulaires . Absence de T
. Enzyime P.F.O, . Invasion pathogéne pathogéne I
P.O. v
l 'l’ l l |

SENSIBILITE RESISTANCE SENSIBILITE RESISTANCE

-Toutes ces données montrent que lors de L'in-
fection des plantes par un pathogéne d’'origine fongique,
L'hGte développe toujours un systéme de défense tres diversi-
fié. Les phénoménes qui se succédent dés 'arrivée du
pathogéne au niveau de la plante, aboutissent ou non a
L'établissement de la maladie. Ainsi, s'il y a compatibilité
avec L'héte, il y aura infection, tandis qu'en cas d'in-
compatibilite le pathogéne est arrété ou éliminé a des

stades différents de La tentative diinfection.



17.5. CBJET DE NOS RECHERCHES

L'analyse des travaux précédemment exposés,
fait ressortir deux centres d'intérét: les anthracnoses des
Légumineuses d'une maniére générale et celle du Pois causée

par A, pisl, en particulier.

L'étude systématique des anthracnoses sur
Légumineuses a été motivée par la grande hétérogénéiteé
morphologique et culturale des espéces fongigques impliquées
et par lLa confusion gui régne dans lLla détermination de

certaines espéces,voire méme entre genres.

D'autre part, malgré les nombreux travaux
réalisés sur A. plsiL agent principal de L'anthracnose du
Pois, trés peu de recherches ont été consacrées a lLa biologie
du pathogéne et aux interactions entre le champignon et son

hote.

A cet effet, nous avons tenté, dans une pre-
miére partie, de clarifier la systématique du genre Ascochyta
inféodé aux Légumineuses cultivées. MNous avons procedeé en

trois étapes:

. Caractérisation morphologique et culturale des différen-

tes espéces retenues dans nhotre étude;

. Examen détaille de la conidiogenése en microscopie photo-
nigue et électronique. Cette derniére approche est en
effet de plus en plus considérée dans la taxonomie des

champignons.

- Inoculations croisées pour préciser le degré de spéci-

ficité des espéces fongiques vis-a-vis des Légumineuses.

Cette étude nous parait fondamentale pour une

bonne identification de lL'espéce.



Dans la deuxiéme partie de notre étude, cer-
tains aspects biologiques et pathologiques d*A. pilsi ont

été étudiés.

Les exigences du champignon tout d'abord ont
été redéfinies en étudiant tn vicro L'action de lLa tempéra-
ture sur la germination, la croissance et lLa sporulation.
Comme A. plsi est essentiellement transmis par les semences,
nous avons tenu a préciser les facteurs essentiels de la
transmission du champignon de lLa graine & La plantule. Ce
travail a été mené soit & partir de graines naturellement
infectées, soit a partir de graines artificiellement ino-

culées.

Ensuite, lLa variabilité du pouvoir pathogéne
de cette espéce a été déterminée en utilisant une gamme
d'hétes différentiels assez large pour permettre l'identifica-
tion des races physiologiques {(pathotypes). C(Cette étude a
porté sur un matériel fongique de provenances géographiques

trés diverses.

La derniére partie du présent travail a été
consacrée aux aspects ultra-structuraux et cytochimiques des

relation P. sacivum 7 A. plst.

Ce travail a eté mené en deux étapes:

€17- Les premiers stades du processus infectieux, allant de
la germination des spores & la surface de L'hdte, jusqu's
la pénétration effective du champignon, ont tout d'abord
été précisés en microscopie électronique a balavyage
(M.E.B.O.



(2% Les stades ultérieurs aprés la pénétration jusqu'a
la formation de la nécrose ont éte étudiés au niveau
ultrastructural et cytochimigue sur des hdtes sensibles

et résistants.

Ainsi, <certains eléments de la résistance
du Pois (PiLsum sacivum) & Ll'anthracnose causée par A. pisi
seront mieux définis pour un éventuel programme d'améliora-

tion de cette culture vis-&-vis de cette maladie.



2. MATERIEL ET TECHNIQUES

2.1. PLANTES HOTES UTILISEES

2.1.1. CHOIX DES ESPECES ET DES CULTIVARS

Pour Ll'ensemble de nos manipulations, Lles

cultivars de Pois suivants ont été retenu:

- Cultivars résistants:

- Rondo

. Finale

- Cultivars sensibles:

- e e e o W W o om om om om om e e oo

. Merveille de Kelvedon
. Douce de Provence

. Frisson

Pour les tests d'inoculation croisée entre
les différentes espéces d'Ascochyca et leurs hdotes respec-

tifs, les espéces hdOtes suivantes ont été utilisées:

. Vesce (Vicla sociva), population sauvage;

. Gesse (Lachyrus ochrus), population sauvage;

. Féve {(Vicla faba }, cultivar Aguadulce;

. Haricot (Phaoseolus vulgaris), cultivar Contender;
. Lentille (Lens cullnaris), cultivar Saida;

. Pois chiche (Cicer ariecinum), cultivar Rabat 9.

Le matériel ayant servi & la détermination
des races physiologiques est précisé dans le paragraphe se

rapportant & cette étude (cf. Fig. 9).



2.71.2. MODALITES ET CONDITIONS D'OBTENTION
DES PLANTULES

L'obtention des plantules de Pois ne présente
pas de difficulté particuliére. Néanmoins,afin d'améliorer
Lle 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.
a la température ambiante du laboratoire (16° & 22°C).

Les graines germées sont ensuite repiquées selon lLles méthodes

suivantes:

- EN_TERRINE: ('est lLla technique qui a été la plus employée
pour la production de plants destinés soit & étre inoculés
directement en terrine, soit & permettire te prélévement de

folioles pour L'expérimentation en conditions de survie.

Pour L'obtention d'épicotyles aprés germina-
tion, les graines sont semées dans des terrines contenant
de La vermiculite et maintenues a L'obscurité. Au fur et
a mesure du développement des plantultes, de la vermiculite

est ajoutéepour obtenir L'élongation des épicotyles.

- SUR_GRILLAGE_PLASTIQUE: Cette méthode consiste &
déposer les graines de Pois sur un grillage et a les main-
tenir & moitié immergées dans de l'eau contenue dans un
cristallisoir. Cette technigue utilisée par VO THI (1976)
permet d'obtenir un pourcentage plus élevé de plantes saines
(indemnes d'A. pisl) et un meilleur 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.



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 lLa graine, reta-
tions hdte-parasite), nous a amené & utiliser de nombreux
isolats d'A. plsl (Tab. 2 Y ainsi que de nombreuses autres

espéces d'Ascochyta (Tab. 3 ).

Le tableau 2 concerne uniquement les isolats
d'A. plsi et le tableau3 présente les différentes espéces
d'Ascochyca isolées & partir des autres Llégumineuses cul-
tivées et spontanées. Pour désigner Les isolats, lLe nom de
l'espéce estsuivi soit par les initiales du lieu géographi-

gque ol elle a été obtenue, soit par celles de lLa plante hbéte.

2.2.1. PURIFICATION DES ESPECES ET ISOLATS
PAR CULTURE MONOSPORE

Au cours des isolements, les colonies
d'Ascechyta sp sont souvent, soit en mélange avec d'autres
champignons voisins (cas des A. plsi, A. pinocdes et A.
pinodella), soit contaminées par des bactéries. Aussi,
avant de mettre une quelcongue souche dans notre collecg-
tion, une purification a été réalisée par des repiguages
successifs en boites de Pétri. Afin d'obtenir une popula-
tion homogéne répondant a La définition de L'isolat selon BOMPEIX
et COLENO (1984), La purification a été obtenue par culture
monospore. Toute ces étapes sont résumées par le schéma de

ta figure 5 .
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TABLEAU 2: ODIFFERENTS ISOLATS D'Ascochyta pilst UTILISES

ISOLATS ORGANE D'ISOLEMENT ORIGINE GEOGRAPHIQUE
A. pisiL (Collo) Foliole Collo (Algérie)
A. pisi (Mou.) Gousses Mouzaia (Algérie)
A. ptstL (EA23) Gousses El-Anasser (Algérie)
A. plsi (BS) Semences importées Hollande
A. plstlL (DP12) Semences importées Angleterre
A. piLsi (EAZ) Gousses El-Khemis (Algérie)
A. plsil (AL2N°4) Versailles (France)
A. pisl (GIR) Semences Gironde (France)
A. pisi (10908) Semences Laminiére (France)
A. pisi (L/G)Y Semences Lot et Garonne (France)?

A. pisi (Tezier) Plantules Versailles (France)




Tableau 3
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DIFFERENTES ESPECES D'Ascochycta
DES LEGUMINEUSES UTILISEES

ESPECE

PLANTE-HOTE

ORGANE
D'ISOLEMENT

ORIGINE
GEOGRAPHIGQUE

fabae (S0U.)
fabae (LAM.)
robtel (MAROC)
phaseolorum
Vicla (COLLO)

Lentcls

Lothyri

sp. (Lothyrus
OCH.?

Spe. (tg1)

plnodes
¢ 1229

pincdella

Feve=(Victa foba )

Pois chiches =
(CLcer artetinum)

Haricot ={(Phaseo-
Lus vulgaris)

Vesce =
(ViciLao sativad

Lentilles =
{(Lens culinaris)

Gesse =Lgthycus
tinglLcanus)

(Lathyrus ochrus)

(Lathyrus tlngi-
Eonus) tige

Pois ={Pilsum
sativum)

Pois = (PlLsum
satlvum)

Gousses

Semences

Semences

Semences

Gousses

Tiges

Gousses

Gousses

Tiges

Collection
ALLARD
(Versailles)

Semences

El-Anasser
(Alger?}

Laminiére
(Versailles)

Maroc

Annaba(Algérie)

Collo (Algérie)d

Sidi el Abbes
(Algérie)

Figuier (Algérie)

Figuier (Algérie)

Alger

Annaba (Algérie)
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' 2
Suspension de
spores trés diluée
(102-103 spores/ml)

tolonjes de départ

Suspension étalée

r ! 2 Lame gélosée

3
Ensemensement sur
Lame gélosée

Repiquage isolement de
plusieurs spores &R
boite de Pétri1

Fig. 5: Schéma de purification monospore

' maniére générale, une culture monospore
D'une ’

peut &tre réalisée soit & partir d'une suspension diluée de

spoFes, Sa%f § paffir de L'apex d'un mycélium quand le cham-
rd

oignon ne fructifie pas (RAPILLY, 1968).

pans notreé cas, la combinaison des deux métho-

daa cte utilisée Une suspension de pycniospores trés dilyée
a été uti -
)

(102 3 10° sporeS/mL ‘
de milieu géloseé.

est étalée sur une lame recouverte d'une

Afin d'éviter toute contamina-

mince couche ) ) o .
e est disposée & ['intériedr d'une boite de

tion, cette Lam

5 Isolats mono-
spores purifiés



Pétri en verre stérile (Fig.5 ). Aprés 12 a 16 heures d'in-
cubation & 20°C - 22°C, <c¢'est-a-dire 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).

Aprés 5 & 7 jours de croissance et lorsque
le diamétre de La colonie est suffisamment important, un
repiquage en tube a essai est effectué. Il permet d'obte-

nir un isolat homogéne.

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 pathogéne
par vieillissement en culture artificielle. A cet effet,
les cultures pures repiquées en tubes & essais ont été
maintenues constamment en chambre froide (4° - 5°C).

Pe plus, au moins une fois par an, les isclats ont été ino-

culés sur une plante hdte.

2.3. ETUDE DES CARACTERES MORPHOLOGIQUES

DES Ascochyta Spp.

La caractérisation morphologigue des dijffe-
rents isolats d'Ascochyta spp.a été réalisée par mesure de

La Longueur et du diamétre des spores. Celle-ci a été



effectuée au microscope a partir d'une suspension de spores
homogéne, préparée dans de l'eau stérile. Pour chague espece

L'estimation est une moyenne établie & partir d'au moins 100spores.

Des informations complémentaires ont été
obtenues par lLla mesure des dimensions des pycnides, la pré-
sence ou lL'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 lLles différentes espéces.

2.4. ETUDE DES CARACTERES ONTOGENIQUES

Pour beaucoup d'espeéeces fongiques, la micro-
scopie photonique suffit & elle seule pour distinguer cer-
tains détails des cellules sporogénes, présentant un inteérét
taxonomique. C'est lLe cas de la formation annellidique du
conidiophore chez les espéeces appartenant aux genres
Spllocene, Scorpulartopsis et Annellophora( HUGHES, 1953;
COLE et SAMSON, 1979,

Concernant lLe genre Ascochytoa, les descrip-
tions ontogénigues habituellement rapportées sur ces forma-
tions et comparées le plus souvent avec celles du genre
Phoma (SUTTON et SANDHU, 1968; BREWER et BOEREMA, 1965;
BOEREMA et BOLLEN, 1975; USPENKOQOZOVA et al., 1976), ne
sont pas évidentes. Ces incertitudes nous ont amené a repren-
dre L'étude de la conidiogenése sur un plus grand nombre
d'espéces; certaines ayant parfois des origines géographi-

gques trés différentes.




Tous les stades de la morphogenése 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 mémes 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 prélévements
sont réalisés de telle sorte gque L'on ait aussi des pycnides

en début de formation.

Ayant utilisé lLa procédure de fixation préconisée
pour Ll'étude des relations hdte-parasite décrite au paragraphe
(2.7.Y, 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 ringages, température,

BtCewals

Enfin, rappelons que cette étude a porté sur Les
isotats suivants: A. plsl (COLLOY, A. pisil AL2 N°&Y, A.
pinodes (122 m), A. plnodes (D.P.Y, A. pinodella (ANNABA),
A. viclLae (COLLOY, A. viciae (BOU ISMAIL), A. Lathuri (OCHY,
A. Laothyri (tg1), A. phaseclorum, A. rablLel (MAROC), A.
fabae (LAM.) et A. Lencis (S.N.A.Y.

lL'étude de La pycnidiogenése réalisée en
microscopie photonique & partir de coupes semi-fine a éte

complétee par un examen du comportement nucléaire.



Tableau 4 : RECAPITULATIF DES PRINCIPALES ETAPES DE LA
FIXATION DES PYCNIDES

ETAPES CONDITIONS DE FIXATION

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

Tampon cacodylate 0,05M pH 7,2 1 vol.
1 vol. vecteur[ _ i z
A PEES 5 REETER Additif saccharose 0,1N 1 vol.
dans gluta- L'osmolarité finale est + Caclz ajustée a 200 m Osmoles
i Ldehiyde . La fixation est réalisée a4 la température de La glace

fondante et dure 2 h.
. Ringage dans le méme tampon, @8 La méme osmolarité:0,2ZM.

. Le mélange fixateur est constitué par:

1 vol.tétroxyde d'osmium a 2%

. . - Tampon cacodylate 0,05M pH=7,2 1 veol.
2. Post-fixation 1 wvol. { o 2 ‘
dare eetranyde Additif saccharose 0,1M 1 vol.
d'osmium . La fixation se déroule & la température ambiante (20°C)

et dure 2 h.
Rincage dans de l'eau distillée filtrée

Les spécimen subissent une coloration sur bloc dans
3. Coloration sur une solution d'acétate d'uranyle a 2 % dans de L'eau,
bloc a4 L'acé- pendant 43 mn.

!
tate W' Ureagle  pe cree dams e [eaw dBeBdl e Filbede.

Passage progressif dans des bains d'éthanol 50°: 5mn;

: : 70° : 5 mn: 95° : ¥ mn; 1Q0° : 7 mn; 100° : 10 mn,
4., Deéshydratation
Puis 3 bains d'oxyde de propyléne de 5 a 7 mn chacun

. Remplacement progressif de L'oxyde de propyléne par la
5. Substitution résine pure
Les bains durent 1h 30 chacun.

3 bains dans résine pure & lL'étuve sous vide de 1Th 30

6. Imprégnation chacun.
7. Incl ; Dans résine pure "DURCUPAN" & Ll'étuve réglée a 45°C
- fnetusion pendant 12 heures puis a 60°C pendant 72 h.




D'une maniére générale, la coloration nuciéaire
sur matériel fongigue (ROBINOW, 1961; COTOTELO et
GRINCHENKO, 1962; (RAIGIE et GREEN, 1962; DJERBI et al.,
1974; ANDO et KATSUTA, 1984) comprend les étapes suivantes:
- Fixation par un ou plusieurs mélanges de fixateurs
(alcool, acide acétigue, acide chromique, acide

Lactique)
- Hydrolyse acide par acide chlorhydrique 5N

- Coloration de ta chromatine par Lle ceoclorant de

GIEMSA

- Différenciation par un tampon.

Cependant, dans le détail, les technique emp-
loyées différent d'un auteur a L'autre, en fonction des

espéces de champignons.

Dans notre cas, aprés avoir testé plusieurs
techniques, La méthode de COLOTELO et GRINCHENKO (1962) a
€té retenue. Une autre technique plus simple a été adaptée

4 notre matériel fongigque a 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 iLn vitro DE QUELQUES CARACTERES
BIOLOGIQUES D'Ascochyto piLsi

De nombreuses espéces fongiques ont des exi-
gences générales identiques ou trés proches, mais chaqgue
espéce ne manifeste une croissance et une sporulation opti-

males que dans des conditions trés particuliéres.



Tableau 5

RECAPITULATIF DES ETAPES DE LA

COLORATION NUCLEAIRE

ETAPES

SELON METHODPE DE
COLOTELO ET GRINCHENKD
(1962)

SELON METHODE MODIFIEE
DE DJERBI et al., 1974

10.

1.

Les spores sont

collées sur Llames

par mélange de
Haupt

Fixation

Déshydratation

Ringage

Bydrolyse acide

Ringage

Tampon phospha*
te pH 7,2

Coloration
GIEMSA

Ringage

Tampon phospha-
te pH : 7,2

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,0 15 sec.

HCL S N
5 mn a froid
5 mn a 60°(étuve)

H20 5 nmn.
5 mn.
30 a 60 mn

H,0- 5 sec.

5 sec.

Glycérine

Mélange fixateur
alccal 95°¢
pendant 7 4 10 mn

HCL 5 N
a température ambiante
(20°C 10 a 15 mn

H20 5 mn.

1h30 a 2 h.

7 a4 10 mn.

Glycérine 50%
dans H20




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 trés influencés par les facteurs abiotiques

(température, lumiére, pH, etc...}.

2.5.7. MILIEUX DE CULTURES

Pour toutes lLes espéces fongiques, le choix
d'un milieu de culture dépend des exigences nutritionnelles
du champignon (NEERGARD, 1973). Pour les espéces d'Ascochyta
spp., lLe probléme 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 a 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

lLe Colleccecrichum Lindemuchtianum, ont été utilises.

La composition respective de chacun des

milieu expérimentés est rappelée ci-dessous:

- Milieu semi-organigue - Milieu Mathur
. Peptone 17.50 g
. Extrait de levure 0.50 g
. Glucose 2.80 g
. Mg SO4 ?H20 1.23 g
. ey, A-ja_i'" 20.00 g
. Eau distillée 1000 ml

e D{L"’ZQDL/ - 2‘3‘-35\,»



- Milieu_organigue = Malt
. Extrait de Malt 20.0 g
. Gélose 20.0 g
. Eau distilleée 1000 ml

- Milieu minéral : Milieu Czapeck

. Na NO3 2.0 g
z K2 H PO4 1.0 g
. KCL 0.5 g
. Mg SO4 7 HZO 0.5 g
. Fe SO4 7 H20 30:0 g
. Saccharose 15.0 g
. Eau distillée 1000 mt

- Milieu_organigue: P.D.A.

Il est préparé soit & partir du P.D.A. commer..
cial (DIFCO)Y, soit fra;chement préparé en utilisant despommes
de terre. Dans ce dernier cas, 250g de pommes de terre sont
épluchées et misesa cuire dans 1 L d'eau distillée.

Au filtrat de cuisson récupére est ajouteé:

. 10 g de Dextrose

. 20 g de Gélose (Agar-Agar).

La stérilisation s'effectue comme pour tous
les autres milieux, c'est-a-dire & l'autoclave réglée a

120° pendant 20 minutes.



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 liguide, l'appréciation de la crois-
sance mycélienne est obtenue soit par la croissance linéaire
de la colonie soit par la mesure du poids sec. Seulte La
premiére technigue a été retenue oﬁ L'estimation de la crois-
sance mycélienne est alors obtenue en appliquant La formule

proposée par BOMPEIX (1972).

p - d
2

It

avec L croissance mycélienne
D = dijamétre de Lla colonie
d = diamétre de L'explantat qui a servi

au repiguage

Pour mesurer la sporulation du champignon,
L'évaluation de la quantité de spores est obtenue selon ta
technique utilisée par BOMPEIX (1974). Elle consiste a

hydrolyser La culture en ajoutant 5 mL d'acide acétique

3 W=

et en maintenant L'ensemble au bain-mMarie bouillant pendant

30 minutes. La suspension contenant lLes Pycnides est broyée
a L'aide d'un broyeur Virtix. Aprés filtration grossiére
sur filtre nylon (50 = 70 wum) sous pression d'air (appareil
type Sartorius), la quantité de spores par ml est évaluée

a la cellule de Malassez.



2.5.3. TECHNIQUEBS D'ETUDE DE LA GERMINATION
DES SPORES

L'étude de la germination des spores, premier
stade de développement des champignons, représente un préa-
lable & toute étude de la biologie d'un pathogéne ou du

processus infectieux.

Au cours de nos recherches, La germination

des spores a été étudiée selon trois méthodes différentes

B ED_ngfﬁg_p?Dd@DI?; Celle-ci est réalisée selon la

technique décrite par COCHRANE (1958); ZARACOVITCH (19661},
RAPILLY (1968) et DJERBI (1978).

En pratique, la cellule type de VAN THIEGHEM
est réalisée avec une rondelle en plastigue ou en verre, de
12 mm de diamétre et d'une hauteur de 15 mm collée sur une
lame porte-objet (Fig. 6 Y. Pour obtenir une chambre rela-
tivement hermétique (afin de limiter L'évaporation) un
anneau de pate a modeler sur lesquel est appliqué un peu

d'huile de paraffineoud'huile & immersion, est utiliseé.

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

pour L'étude de la germination Ln vitro des spores.

Couvercle

k; —T¥ ; j/mj .

Suspension de spores

Tube cylindrique
en verre (rondelle)

LamgLLe




La goutte pendante est réalisée a partir d'une
suspension de spores (106 spores/ml) déposée sur une Lamelle
dégraissée afin d'éviter L'étalement de lLa goutte. La Lamelle
est ensuite retournée avec preécaution, puis posée sur L'an-

neau. L'ensemble du dispositif est incube dans une enceinte

3 humidité saturante.

- Sur_lame_gelosée: C(lette technique, initialement utili-
sée pour tester les fongicides (GATTANI, 1953), permet d'ob-
tenir une répartition plus homogéne des spores. Etle consis-
te a utiliser des lLames porte-objet sur Ltesquelles est étalée
une fine couche de milieu gélosé. Ces tames sont disposées
au préalable sur un support en verre 4 L'intérieur de boites
de Pétri en pyrex, puis L'ensemble est stérilisé au four
Pasteur. Le milieu est coulé aseptiquement sur La Lame.

Aprés solidification, une goutte de suspension de spores

(106 spores/mL) est étalée et ('ensemble est mis & incuber.

- $ur_support_de_cellophanpe: Cette technique,légérement

modifiée, a été déja utilisée par RAPILLY et SKAJENNIKOFF,
(19741 .

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

sur cellophane.

$ H Folijoles
= Elastique
Tube en verre

Cellophane

Couvercle

Niveau d'eau



Une feuille de cellophane est disposée sur
un anneau de verre (Fig.?7 ), l'ensemble est introduit
dans une enceinte & 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 critéres de
notation peuvent varier, mais d'une maniére 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) considére arbitrairement gqu'une spores est germée

quand la longueur du tube germinatif dépasse la moitiée du

petit diameétre de la spore.

Mais pour une meilleure appréciation de

lL'activité physiologique de lLa spore, certains auteurs
(COCHRANE, 1958; MANNERS, 1966) considerent également

t'importance de la croissance du tube germinatif.

A cet effet, dans L'étude de la germination
des spores de l'Ascochyta plsi, nous avons retenu, comme
critére de notation, le pourcentage de spores ayant émis
un tube germinatif ainsi que la croissance de celui-ci au

cours du temps.



2.6. ETUDE DE LA VARIABILITE DU POUYOIR

PATHOGENE DES Ascochyta spp.

Afin d'estimer la variabilité du pouvoir
pathogéne des isolats d'Ascochyta plsl ainsi que la spé-
cificité parasitaire des autres espéces d'Ascochyco 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 & des
inoculations artificielles croisées sur plantules obtenues
en serre (voir paragraphe 2.7.2.) selon le dispositif pré-
senté par la figure 8 . fChacune des espéces: A. plsti,
A. plnodes, A. pilnodella, A. faboe, A. rablei, A. Lentis,
A. phoseolorum, A. vicloe et A. Lathyri est inoculée sur
l'ensemble des légumineuses ci-dessous: (Pisum sacivum,
Vicita faba, Clcer aretinum, Lens culinaris, Phaseoclus

vulgoaris, Vicio sativa et Lathyrus 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 pathogéne au
niveau des plantules, c'est-a-dire s'il y a ou non appa-

rition de symptdmes typiques de la maladie.



Fig. 8: Dispositif expérimental pour les inoculations
croisées par les différentes espéces d'Ascochykta spp.

sur les différentes légumineuses
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FLg. 9: Dispositif expérimental pour L'étude des races

physiclogiques d'Ascochyta plsti.
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2.6.2. METHODE DE DETECTION ET D'IDENTIFICATION
DES RACES PHYSIOLOGIQUES D'Ascochytc pisti

Dans la pratique phytopathologique, la con-
variabilité potentielle d'un pathogéne est

naissance de la
la confrontation d'une

généralement mise en évidence par
collection de lignées de La plante hdte avec une collection
de pathotypes du pathogéne.

Selon les concepts établis par VAN DER PLANK

(1968), Lles résultats de tels tests, montrant la présence

interaction différentielle de L'hdte avec le pathogéne,
l'existence de races physiologiques. Ce type

illustré par les nombreux exemples rapportés

d'une
caractérisent
de démarche est

par KIRALY et al. (1974).

Dans notre cas, la détermination des races

physiologiques d'Ascochyta pisi a été réalisée selon les
HUBBELING (1972,

1984).

modalités définies par COUSIN (1972, 1984),
1984) et ALLARD (communication personnelle,
Les 10 cultivars différentiels de Pois,utilisées par ces

auteurs, ont été inoculées par les 11 isolats présentés

dans lLe tableau2(éf, 2.2.1.0-

L'expérimentation est conduite selon le dis-

positif expérimental présenté par la figure 9 , dans les

conditions déja décrites au paragraphe 2.7.3.

2.6.3. ETUDE DE LA TRANSMISSION DE L'Ascochytao
piLsiL EN FONCTION DU POUVOIR PATHOGENE

DES ISOLATS

La transmission du pathogéne par la graine a
éte testée sur deux cultivars de Pois, L'une sensible

(cultivar Merveille de Kelvedon) et l'autre résistante



(varieté finale). Les 11 isolats d'Ascochyta pisi 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 infectionsartificielles sur
Les différents organes du Pois (Pisum sativum) n'a pas tou-
jours été assurée. De nombreuses tentatives d'inoculation
ont échoué sans en avoir pu identifier les raisons. C(es
echecs nous ont amené & mettre au point différentes techni-

gues en fonction des exigences biologiques du champigneon.

Les conditions de production et de prépara-
tion de L dinoculum ont été relativement constantes au cours
de toutes nos inoculations. En revanche, les conditions
d'incubation aprés les inoculations ont été trés variables

en fonction des exigences de Ll'expérimentation.

2.7.7. PRODUCTION DE L'INOCULUM

L'inoculum est produit en boTtes de Petri
sur Le milieu "Mathur" décrit précédemment (paragraphe
2.4.1.)Y. Les boites ensemencées par un explantat prove-
nant d'uneculture bien sporulée (présence de cirrhes pyc-
nidiens?y, sont ensuite incubées sous Lumiére continue
et 4 la température ambiante du laboratoire (18~ & 22-C).

Habituellement, ces conditions permettent une

sporulation importante aprés 7 & 10 jours.



2.7.2. PREPARATION DE LA SUSPENSION D'INQCULUM

Pour toutes Lles inoculations artificielles,
L'inoculum est toujours constitué a partir d'une suspension
de spores n'ayant pas plus de 10 jours. Celle-ci est preé-
parée a partir des cirrhes pycnidiens qui sont dissouts dans
de L'eau distillée stérile. Pour faciliter la dispersion
des spores et obtenir une dilution homogéne, une goutte de
TWEEN 20 est ajoutée. Cette suspension mére, trés concentrée
en spores, est ensuite diluée afin d'obtenir une concentra-
tion finale d'inoculation de L‘'ordre de 106 spores/ml.

Le comptage des spores est effectué &4 la cellule de Malassez.

L'adage de la culture du champignon et la con-
centration en spores de L‘inoculum ont été déterminés 3
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'INOCULATION

Qu'il s'agisse de plantules entiéres, de
graines, d'épicotyles, 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 & piston ou a pistolet, soit déposé
ponctuellement sous forme de gouttelettes de spores a l'aide
d'une micropipette (5 a 10 HLI. Cette derniére 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 entieres cultivées en
terrines lors des tests destinés & apprécier le pouvoir
pathogene des inoculations croisées ou a mettre en évidence

les races physiologiques.



La contamination des graines est obtenue
par trempage pendant 15 & 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 chague type d'inocu-
lation, nous précisons ci-dessous la qualité du matériel
végétal, le dispositif expérimental et les conditions de

L'incubation.

- INOCULATION_ _EN_ SERRE

Les plantules sont produites, soit dans des
terrines remplies de sable ou de terreau & raison de 10
rangées de 10 graines, soit dans des pots contenant 10

graines chacun.

Le premier dispositif (Fig.11) a été utili-
se pour L'étude des races physiologiques alors que le
second (Fig.12) concerne la spécialisation parasitaire des

Asccchytao ssp. sur légumineuses.

Aprés 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. nprés 72 h, Lles terrines regoivent 4 a 5
nébulisations par jour a raison d'un quart d'heure chacune,
et ceci pendant une douzaine de jours. En l'absence du
systéme automatigue de nébulisation, les pulvérisations

d'eau journaliéres sont effectuées manuellement.



Fig. 11 : Présentation d'une cellule de serre chauffante montrant 1a disposition des plantules
an pots aprés inocutation { station de Pathologie végstale, Yersailles).

Fig.12: Yue dune autrs cellule de serre climatisée equipée d'un dispositif

d'arrosage par nébulisation ( =) et d'un climatiseur (*). Serrede I'L.N.P.V.,
EL Harrach (Alger). '

Fig. 13: Dispositif d'inoculation artificielle. |1 est constitué par des boites en matiére

plastique munies d'un couvercle ( : ); les plantules de Pais reposent
sur des supports constitués de tubes a hemolyse ( =)

Fig. 14 Echelle de notation utilisée. Les chiffres de 0 & 5 correspondent @ une importance
croissante des nécroses sur les tiges et les folioles ( =)
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- INOCULATION AU LABORATOIRE

Dans ce cas, lLe matériel végétal utilisé est
généralement cultivé en serre pour obtenir des folioles, des
stipules oud®S entre-noeuds, ou en laboratoire pour la produc-
tion d'épicotyles (cf. 2.1.2.Y. Dans ces conditions, L'ino-
culation consiste & déposer une goutte d'inoculum (5 mul) sur le
matériel végétal maintenu en survie (Fig.13 ). (e disposi-
tif a été retenu pour L'étude de L’établissement des relations
hate-parasite en microscopie électronique a balayage et a
transmission. L'eau utilisée pour le maintien de la survie
du matériel en condition hermétique permet d'éviter le dessé-
chement de Ll'inoculum durant lLes 72 heures nécessaires a la

penédtration du pathogéne.

- INOCULATION_ DES_GRAINES

Comme pour les précédentes inoculations,
i'étude de La transmission d'A. pisiL de la graine a lLa
plante a été réalisée au lLaboratoire puis en serre. La
technigue de contamination externe des graines retenue est
celle décrite par RAYNAL (1972Ypour le Collecotrichum

gossipii.

Les graines immergées dans une suspension de
spores (106 spores;mbl) durant 15 minutes. sont ensuite
séchées & 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 stérilisé . L'humidité étant un
facteur déterminant pour le développement de l'anthracnose

du Pois, toutes les terrines sont arrosées avec lLa méme

gquantité d'eau.

Avec cette méthode d'inoculation, deux aspects
de la transmission d'Ascochyco pisi par les graines ont pu

étre abordés:



- L'influence de La température et de La durée d'imbition

des graines sur la transmission du pathogéne;

= Et L influence du pouveir pathogéne des isolats et de

la sensibilité ou de ta résistance de L'hdte sur le

degré de transmission du champignon.

Afin d'étudier L'action du froid sur Lla

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

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

sur milieu de culture selon les régles internationales d'es-

sais de semences (ISTA, 1976).

2.7.5. NOTATIONS UTILISEES POUR QUANTIFIER
L'EXPRESSION DU POUVOIR PATHOGENE
ET LA TRANSMISSION FAR LA GRAINE

Pour caracteriser lLe pouvoir pathogéne d'un
thampignon et estimer L'importance de l'attaque, les nota-

tions adoptées varient en fonction des types de symptéomes.

En ce qui concerne Les maladies & anthracnoses
sur les parties aériennes du végétal, différents auteurs ont
proposé des systémes 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 a 5 couramment utilisée dans Ll'étude de L'anthracnose du

Pois causée par A. pisi. (Fig. 14).



Cette échellerbasée sur LYapparition et
L' importance des nécroses au niveau des entre-noeuds, est

définie comme suit:

0 : immunité totale;
1 : rares taches petites et trés localisées;
2 : assez nombreuses taches sur tiges bien localisées,

la plante survit toujours;

3 : assez nombreuses taches nécrotigues avec des zones
d'accroissement visibles et plus ou moins coales-

centes; la plante survit rarement;

4 : nombreuses taches étendues sur Ll'ensemble de La tige
avec important flétrissement des feuilles; la plante

meurt fréquemment;

5 : infection généralisée, les plantes sont mortes a La

notation.

A partir de ces notations, L'intensité de la
matadie (= pouvoir pathogéne) est évaluée en calculant L'in-
dice d'attaque tel qu‘il a été proposé pour d'autres maladies

“(DIMOND et al. 1952 , RAYNAL, 1972 et EL SAMRA et al.,
(1981).

Cet indice s'obtient comme suit:

é% des degrés d'attaque

Nbre total de plantules

Cs : Coefficient de sensibilité

Ceci permet d'apprécier gquantitativement
L'attaque et d'exprimer globalement le niveau de sensibi-

Lité ou de réesistance de la plante.



Pour estimer L'importance de la transmission
du champignon par La graine, L' intensité de L'attague au
niveau des plantules n'a pas été retenue. On lui a préféré
le nombre de plants présentant des nécroses dues au pathogéne

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

au témoin.

Enfin, pour certaines inoculations réalisées
au lLaboratoire (épicotylesou folioles maintenus en survie)},
seule la réussite ou Ll'échec de L'infection a été prise en
considération. En ce qui concerne les inoculations ponc-
tuelles destinées a 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
gue sur Les modalités de lLa pénétration du champignon, avec

ou sans formation d'appressorium.

2.8. ETUDE DES RELATIONS HOTE-PARASITE EN
MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE (M.E.B.)

2.8.17. 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 foliocles de 2 mm de coté, soit de
petits cylindres de 2mm de longueur prélevés dans des
entre-noeuds ou desépicotyles de jeunes plantules de Pois.
Le prélevement s effectue toujours &8 Ul'endroit od la

suspension de spores a été préalablement déposée.

Deux types de matériel vegétal ont toujours
été utilises: Le sensible avec les cultivars'Merveille de
Kelvedon" et "Frisson" et le résistant avec lLes cultivars

"Rondo" et "Finale". Il est a noter gue dans de nombreux



cas, nous avons procédé a des inoculations d'entre-noeuds a

différents stades de développement des plantules.

Deux méthodes de préparation du matériel ont
été utilisées: technique du point critique et cryo-scanning.

2.8.2. 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 ’19?4;
GUILLAUMIN, 1980; READ et al., 1983).

Aprés une fixation classique (cf.?‘ 2.9.1.0
le matériel est déshydraté par une série d'alcool éthylique
de degre croissant, jusgu'a L'alcool absolu. Les piéces
sont ensuite plongées dans une solution d'acétate d'iso-
amyle et séchées dans l'appareil a point critique, en

utilisant du C02 comme Liguide de substitution.

Le principe de lLa technigue repose sur Lles
Lois physiquegd'équilibre de certains gaz et liguides.
La réalisation du point critigue consiste a remplacer
L'eau cellulaire des échantillons biologiques par un gaz
(C023 32 L'aide de différents bains de substitution (Alcool,
Amylacétate, Acétone). L'étape Acétone - CO2 se fait dans
une enceinte old Le contrdle de la température (31°C)Y et de
la pression (72,9 atm.) sont déterminantes pour avoir Lle
minimum possible de modifications morphologiqesdes échantil-

Loens.

Aprés cette opération, les échantillons
subissent une métallisation puis ils sont observés & L'aide
d'un M.E.B. type 07 CAMECA.



2.8.3. PREPARATION DU MATERIEL POUR UNE
OBSERVATION EN "CRYO-SCANNING"

Le matériel destiné & étre 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 4 L'aide d'une pate d'argile
(KAOLINITE), sont ensuite fixés sur le bras porte-objet du
microscope et plongés dans un lLiquide réfrigérant (Fréon
liquide). Apreés 10 &8 15 s. de refroidissement, L'ensemble
est introduit dans Le microscope ol une mince couche d'or
(20 um d'épaisseur) est vaporisé sur les échantillons
(= métallisation). L'objet est ensuite amené dans la colon-
ne du microscope ou il est déposé sur le plateau d'orientation
(goniométre)l. La température de L'enceinte est maintenue a

- 80°¢cC.

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

que de 120 mm pour lLa prise de vue.

2.9. METHODES ET TECHNIQUES D'ETUDE ©DES RELATIONS
HOTE-PARASITE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A
TRANSMISSION (M. E. T.)

Une recherche bibliographigue sur lLes métho-

des de préparation du matériel biologique pour une étude en
M.E.T. a montré gue les methodes de fixation genéralement
pratiquées sont aussi variées que les échantillons a étudier,
et gqu'elles sont fonction des objectifs visés. Elles varient
souvent d'un chercheur a un autre et dépendent généralement

des routines des laboratoires, voire méme des chercheurs.



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 finate du fixa-
teur,le choix du tampon {(phosphate ou cacodylate) et certains
paramétres 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 LlLa
double fixation glutaraldéhyde-postosmié,préconisée par
SABATINI et al. (1963), a été adaptée & notre matériel hio-

logique (PiLsum sativum, tissus infectés ou nond.

- PREFIXATION
Les échantillons prélevés sont préfixés pen-
dant 3 h. a Lla température de la glace fondante dans une
solution de glutaraldéhyde 6% dans du tampon cacodylate 0,1M,

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

L'osmolarité finale de cette solution voisine
de 420 m. osm. correspond & celle conseillée par HICKEY et
COFFEY (1977) et 3 celle de lLl'extrait de Pois mesurée par
osmométre. Elle provoque une lLégére hypertonie qui s'est
avérée tout & fait satisfaisante pour les tissus de Pois

étudiés.

Afin de permettre une bonne pénétration du
fixateur, le premier guart d'heure de la préfixation est
réalisé sous-vide. Le reste de lLla fixation est fait a la

pression atmosphérique aprés changement du fixateur.



Aprés La prefixation, les échantillons sont
rincés quatre fois dans le méme vecteur (tampon cacodylate,
pH = 7,2 + saccharose 0,4 M) pendant 15 mn.

- POST-FIXATION

Apreés ringage, les piéces sont post-fixées
durant 2 h. dans une solution de tétroxyde d'osmium & 2 %
dans le méme tampon cacodylate 0,1 M pH 7,2 additionné de

saccharose 0,4 M,

Les échantillons sont ensuite soigneusement

ringés dans 4 bains de 15 mn chacun dans une sclution de

saccharcose & 0,4 M.

- CONTRASTE_SUR _BLOC

-, o oma om  w Eow w w o oW T ow oW

Etape non obligatoire, mais utilisée par
certains auteurs (HAYAT, 1970). Elle consiste a faire un pre-
mier contraste des piéces sur bloc, par une solution aqueu-

se d'acétate d'uranylea la concentration de 2 % dans de L'eau.
Elle a Lieu & l'obscurité totale et 4 Lla température ambiante

du laboratoire pendant 45 mn.

Cette derniére étape est suivie d'un ringage
soigneux & l'eau distillée filtrée & raison de 4 bains de

15 mn. chacun.

- DESHYDRATATION - SUBSTITUTION - IMPREGNATION - INCLUSION

Aprés 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 propyléne dans
les proportions 3/4, 1/2, 1/4 et 3 bains d'oxyde de propyléne

pur. Ces bains durent 15 mn chacun.



Enfin, avant L'inclusion dans de la résine
pure (KIT DURCUPAN), selon lLa technique proposée par GLAUERT
(1958), les échantillons subissent une imprégnation progres-
siye par La résine selon un schéma semblable & celui deéecrit
poyr La substitution: 3/4 d'oxyde de propyléne + 1/4 de
régsine, 1/2 d'oxyde de propyléne + 1/2 de résine, 1/4
d'oxyde de propyléne + 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

gu'une heure.

L'inclusion proprement dite des échantillons
dans des gelules ou en bloc plat, se fait en deux étapes:

d'agbord durant 12h & 45°C puis 72 h & 60°C.

- REALISATION DES_COUPES_ SEMI-FINES ET_ULTRA-FINES

T = = = A = R i i I R = =y

La taille préalable des blocs est faite au
pyramitome LKB ou a main levée. La recherche des zones
intéressantes pour L'observation en M.E.T. est faite sur
coupes semi-fines de 1 um d'épaisseur obtenues a 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
mémes 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

utilise,

Les coupes sélectionnees d'aprés leur couleur
(jaune et blancgris), sont récupérées sur des grilles en
cuivre ou en or de 100 & 200 méches, et recouvertes au préa-

Lable d'un film de formvar ou de collodion.



- CONTRASTES

D'une fagon générale les coupes sont d'abord
contrastées & L'acétate d'uranyle 0,5% (15mn); puis apreés
séchage, par une solution de citrate de plomb durant 7 & 9mn
(REYNOLDS, 1963)Y. (es opérations sont effectuées par flot-
taison des grilles & L'abri de La lumiére pour Ll'acétate

d'uranyle et a L'abri du CO2 atmosphérique (en présence de
Na QH) pour Le citrate de plomb.

Les grilles ainsi préparées ont été observées
dans deux lLaboratoires: a L'I.N.A. d'El-Harrach (Alger)

avec un HITACHI HU 12 A et au laboratoire de Cytologie
Expérimentale et Morphogenése 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 quelgues aspects biochimigques de ces structures appa-
rues au cours du processus infectieux provoqué par A, pisi
chez lLe Pois, des recherches cytochimiques et cytoenzymologiques

ont été reéalisées.

A cet effet, quelgques techniques spécifigues
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.

- DETECTION CYTOCHIMIQUE DES POLYSACCHARIDES (TEST P.A.T.AQ)

La recherche des polysaccharides sur coupes
ultrafines en microscopie électronigue & transmission peut
8tre réalisée par un test cytochimigue (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 lLa réaction histochimique classique connue sous

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

Le principe du P.A.T.Ag repose sur la possi-
bitité d'oxydation sélective par Ll'acide periodique des fonc-
tions vic-glycol présentes sur les chaines polysaccharidiques.
Cette oxydation Libére des fonctions aldéhydes qui peuvent

8dtre visualisées par L'intermédiaire de La thiocarbohydrazi-

de et du protéinate d'argent.

Dans les études ultrastructurales des relations
hdte-pathogéne, 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 méme fagcon que celui utilisé pour les études
cytologiques (§ 2.9.1.) avec une seule différence: Lles

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 ('acide periodigue

a 1 % dans de L'eau distillée;

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

rapides et 3 lavages de 10 mn chacun;

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

4, Ringages dans des bains d'acide acétique de concen-

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

distillée;



5. Traitement par une solution de protéinate d'argent
a8 1% dans L'eau distillée. La réaction dure 12 h,.
a L'obscurité et 3 la température ambiante du

laboratoire;

6. Ringage des préparations &8 L'eau distillée, puis

séchage.

L'observation des coupes au microscope élec-

tronique est réalisée sans aucun contrastesupplémentaire.

Il est important de noter que ce genre de recher-
che cytochimigue nécessite des témoins qui sont constitues
par du matériel n'ayant pas subi de traitement par la solu-

tion de thiocarbohydrazide ou l'oxydation ménagée.

- DETECTION_ _CYTOENZYMATIQUE_DES_PEROCXYDASES
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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 (POUX, 1969, 1970, 1974; CZANINSKI
et CATESSON, 1970 et 1972, NOUGAREDE et al., 1947; BROSSARD,
1973).

Cette réaction cytoenzymologique repaose sur lLa
spécificité de la diamino-benzidine (D.A.B.) qui, utilisée
comme substrat avec H2 5, S€ transforme en présence de l'en-

zyme en un polymére stable, dense aux electrons.

Comme pour lLa plupart des recherches cyto-
enzymologiques, la démarche générale reste identique: Lle
matériel végétal subit une preée-fixation par Le glutaratdeé-
hyde, une incubation dans le substrat de Ll'enzyme et une
post- fixation osmique. Par lLa suite, les échantillons

sont soumis aux traitements classiques de la fixation:



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 & notre matériel, nous avons
sujvi La méthode générale, tout en adaptant notre matériel
aux conditions précédemment définies (¢f. 2.9.1.). En ce qui
concerne Les paramétres du milieu d'incubation, nous nous
sommes inspirés des résultats obtenus par certains auteurs
lors de travaux réalisés sur lLles relations h&te-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 a froid afin d'éviter une diffusion de L'enzyme
(PEREZ RODRIGUEZ et CATESSON, 1982). Les échantillons sont
ensuite lavés dans une solution de saccharose & 10 % durant
la nuit (GRAHAM et KARNOWSKY, 1966; POUX, 1969; DELON, 1974;
BOISSIERE, 1978, PEREZ RODRIGUEZ et CATESSON, 1982). Aprés
ringage, lLes échantillens sont incubés dans le milieu rete-

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

. Diamino-Benzidine (D.A.B.u)cneeeirnneceneusa 10 mg
5 H202 a1l % (fraichement diluéed..eunceeiineannn 0,2 ml
. Tampon acétate 0,05 M pH 5,0. e cnncas 170 ml

» SaCcCcharose 5% tieeececnccneancncaccraananans 0,7 g



L'incubation est réalisée durant 1 h sous
vide partiel & L'obscurité et & une température de 37°C.
Les témoins sont constitués par des lots n'ayant pas HZOZ
dans leur milieu d'incubation. Aprés ringage des échantil-
Lons par 4 bains de tampon de 15 mn chacun, les échantillons
subissent les mémes traitements que ceux décrits pour la
recherche des polysaccharides, jusqu'a L'inclusion dans la

resine.

- DETECTION_CYTOENZYMATIQUE PE_LA_PHOSPHATASE_ACIDE

il T e e e R R A

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 Ll'enzyme.

En milieu acide, L'hydrolyse des esters phosphatés entraine
La Libération d'ions phosphate selon lLa réaction chimique
décrite par POUX (1974).

P 0

| |
R—0-P- OH+ H—-—QH ——=R — 0OH + H - 0 - P - 0QH

I |

OH OH

o0 R est un radical organique

Cet ion phosphate en présence de plomb
apporté dans le milieu de GOMORI sous forme de nitrate
(Pb N0z}, donne un composé stable dense aux électrons qui
permet de révéler, en microscopie électronique, la présence
Ln sttu de L'enzyme. La réaction peut 8tre schématisée de

La fagon suivante:



Acide phosphorique
+ Alcoolate de Na
Acide (glycérol)

Phosphatase

/6 - glycérophosphate + HZO

acide phosphorique + Pb NOg S— Phosphate de Pb+HNOg3

Dans la pratique, les spécimens préalablement
fixés par le mélange glutaraldéhyde - vecteur (¢cf. peroxydase),
sont lavés durant 24 h par plusieurs bains dans le méme tampon
gue celui utilisé pour La fixation. Apreés ce lavage soigneux,
les piéces sont incubées dans le milieu de GOMORI préparé
extemporaneément dont la composition est La

sutvante:
- /3 - glycérophosphate de Na..vcoceweucnnen-= 10 mg
. Nitrate de plomb.......ceecncisnancncanuneaes. .12 myg

. Tampon phosphate 0,05 M pH 5,0..ccccecenann.. 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 & froid durant une nuit,
dans Lle réfrigérateur (3 - 4°C)Y; puis & chaud (37°C)
pendant 45 mn.

‘Toujours pour La méme raison (pénétration),
les échantillons sont redécoupés en piéces plus petites

avant d'étre incubeés.

Aprés des lavages dans de L'eau saccharosée,
le traitement des piéces est poursuivi selon les techniques

habituelles, jusqu'ad l'inclusion dans la résine.



Ici, Les témoins sont constitués par des
piédces incubées dans le milieu de GOMORI dépourvu de substrat
( -glycérophosphate de Nad); le reste des traitements demeure

inchange .

- DETECTION_CYTOENZYMATIGUE DE_LA_ POLYPHENOL-OXYDASE

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 lLa formation de la nécrose a été
frégquemment 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 & recher-

cher Ln situ ce type de substances.

En cytochimie ultrastructurale, Lla localisation
de L'activité phénolasique est basée sur La visualisation du
produit final de Lla réaction, entre le substrat constitué par
le 3,4 Dihydroxyphénylalanine (DOPAY et son enzyme, en présen-
ce d'oxygéne. Le produit final de nature mélanique insoluble
(BROSSARD, 1973) est trés dense aux électrons.

Nous avons donc utilisé la technique décrite
par NOVIKOFF et al. (1968) qui a été adaptée a 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 Lles précédentes recherches cyto-
enzymatiques, les échantillons subissent une préfixation

par lLe 'méltange glutaraldéhyde-vecteur.



Les échantillons sont ensuite lavés durant
une nuit dans un tampon cacodylate 0,2 M & pH 7,2 avec du
saccharose 5%. Puis ils sont incubés dans lLe mélange

suivant:
i DihydroxyphényLaLanine (D0 Pl ) siwsmenanusas o0 MY

. Tampon phosphate pH 7 0,05 M ..cceiencnncnnan=a 10 ml

= GlUCOSE htirieercenannan - I

Comme pour la phosphatase acide, les tissus
sont d'abord mis & incuber au réfrigérateur (3 - 4°C) pen-
dant une nuit, puis a 37°C durant 1 h. De méme, le Lot de
piéces constituant le témoin, est incubé dans le méme milieu

dépourvu de substrat (D.O.P.A.).

Le reste de lLa procédure menant &8 L"inclu-
sion des piéces est identique & celle décrite pour les

précédents tests cytochimiques.



3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.17. PRINCIPALES ESPECES D'Ascochyto spp. IDENTIFIEES
SUR LEGUMINEUSES EN ALGERIE

Avant d'aborder le sujet proprement dit de
notre étude sur L'anthracnose du Pois causée par A. plsti,
nous avons estimé nécessaire de faire le point sur le pro-
b{émedes anthracnoses sur Légumineuses en Algérie.

Lette synthése prend en compte nos cobservations personnelles
(BOUZNAD, 1976, 1978 et 19283) ainsi que celles concernant
certains aspecits particuliers de La maladie rapportés dans

des mémoires d'ingénieurs quenous avons dirigés (LOUNIS,
1982; MOHAMMEDI, 1983; DJAOUI, 1986 ; ZAATRI, 1987).

3.17.17. RECENSEMENT DES ESPECES FONGIQUES ISOQLEES

Pois= PlLsum satcivum

Les trois principales espéces causant L'an-
thracnose du Pois (JONES, 1927) ont été couramment isolées

en Algérie depuis 1975, & partir de plusieurs cultivars

- A. plstl Lib.: Caractéristique par Les symptomes qu'elle
provoque notamment au niveau des gousses (Fig.15 ), cette
espece est de Loin Lla plus fréquente dans nos cultures et
c'est elle gui cause Le plus de dégdts. L'analyse de plu-
sieurs lots de semences produits en Algérie (BOQUINAD, 1976)

a montré jusqu'a 50% de contamination.

- A, plnodes JONES: Bien gque moins répandue, cette espece
peut provoquer des dégits plus importants quand le temps est

humide. Elle se distingue de la premiére, par des taches



Fig. 15: Symptomes typiques de 1'attaque des différents organes du Pois (folioles, tiges et
gousses) par Ascachyita pisi. Les nécroses présentent un haio central clair et un
pourtour trés foncé { = ), les pycnides sont visibles au centre des nécroses.

Fig. 16 : Symptomes des attaques par 4soac/ivis pinades sur folioles de Pois. Dans ce cas, les
nécroses sont foncées ( = ) et ne montrent pas de pycnides.

Fig. 17 : Nécroses d'anthracnose ( = ) sur graines de Pois, consécutives & des attaques
par les trois espécss d' Ascachyts ( A pisi, A pinodes et A, pinodells). A droite de
la figure, aspect d'un lot de graines saines.






Figs. 18 a et b : Symptdmes d'sttaque des différents organes de Pois chiche par
I'anthracnose due & Ascaeiyis rabisr. 18 a, attaques sur tige de jeunes
plantules ( » ); 18 b, attaques tardives sur tiges et sur gousses,
avec des pycnides disposées concentriguement.

Fig. 19: Gousse de haricot () avec une nécrose circulaire importante (=) & partir de
laquelle a &té isolé |' Ascaeh s phassolorum = Phoma exigus. Les petites fléches
indiquent des pycnides sous-épigermiques

Fig. 20 : Graine de haricot (*) du cultiver "Contender" & partir de laquelle a été isoiée par
la méthode d'Agar-iest, l'espéce Asc/yts pinodks . La fleche blanche
montre des pycnides avec cirrhes disposées en tigne sur le milieu de culture; cette
disposition est typique de 1'espécs.

P
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plus foncées; dans nos conditions climatigques habituelles,

La formation de pycnides est beaucoup moins visible (Fig.16).

- A, plpodello JONES = Cette espéce est beaucoup moins
fréguente gque les deux précédentes au niveau du feuillage
et des gousses; elle attaque surtout le collet des plan-

tules.

Ces trois espéces ont été également isolées 3
partir d'un Lot de semences de Pois fourrager du cultijvar
"Sefrou", fortement attaqué (Fig. 17). Ce cultivar est L'un

des plus cultivé dans le pays.

Trés 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 espéces, (BOUZNAD, 1976;
SAHNOUN, 1977; BOUZNAD et al., 1982; LOUNIS, 1982). Ce
probléme des semences non contrdlées est a L'origine de Lla
généralisation de cette maladie au niveau de toutes Lles

régions de culture du Pois en Algérie.

Pois chiche = Cicer ariecinum L.

Si pour la précédente culture L'identification
des agents responsables de L'anthracnose ne pose pas de dif-
ficulté majeure, au niveau du Pois chiche, le probléme est
différent, surtout lorsque les attaques sont localisées au
niveau des tiges et du collet. En effet, d'autres espéces
@ pycnides qui ne sont pas habituellement responsables de
cette maladie ont été isolées et identifiées & partir de

ces organes (DJAOUI, 1986).



- Ascochyta robiel (Pass.) Labr.:

Agent commun de l'anthracnose du Pois chiche,
c'est L'espéce la plus fréquente et celle qui cause Lle plus
de dégdts sur lLa culture. Les symptdomes avec des fructifi-
cationsdisposées concentriquement, sont trés caractéris-

tigues de cette espéces sur tiges, feuilles et gousses

(Fig.18).

L'anthracnose du Pois chiche qui a déja 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'annees. Mais
depuis ces derniéres années, les cultures ont recommencé a
étre sérieusement menacées par cette maladie. Actuellement,
de nouveaux travaux de recherche sur L'amélioration géneéti-
gue sont entrepris avec la collaboration de L'Institut

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

- Ascochyta pinodella JONES =

ette espéce isolée et identifiée & partir
de plusieurs échantillons provenant de différentes régions

d'Algérie, reste peu signalée par les auteurs sur cette
culture. Elle a surtout été isolée a partir des tiges

principales &t de la région souterraine du collet,

Haricot = Phaseolus vulgaris L.

Normalement, cette culture est fréguemment
attaquée par le Colletotrichum Lindemuchitanum {(Sacc. et
Magn.) Bri. et Cav., véritable agent de Ll'anthracnose.

Mais en Algérie cette espéce signalée par le passé, a disparu
de ngs cultures. En effet, Les nombreux échantillons de
L'herbier phytopathologique de L'I.N.A. (Alger) avaient

eété récoltés en 1956.




Des prospections effectuées par EMANQUILLIDIS
de 1970 a 1976 et par nous-méme de 1975 & 1987, n'ont pas
mis en évidence cet agent pathogéne, tant dans les cultures
que dans Lles analyses de semences. Par contre, nous avons
isolé d'autres champignons a pycnides, non signalés par

EMMANOUILLIDIS (1976).

- Ascochyta pincdes JONES

Cette espéce a eté 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 Lla bibliographie, l'apparition de La forme par-
faite type Mycosphaerella pinodes, a facilité son identifi-

cation par ALLARD (Communication personnelle).

- Ascochyto phaoseolorum SACC. = Phoma exitguo BOEREMA

Cette espéce a eété isolée d'une gousse de
Haricot dont la nécrose présentait des pycnides (Fig. 19).
L'échantillon avait été prelevé sur le marché d'EL-Harrach,
en 1981.

- Ascochyta pinodella JONES=

ElLLe a été isolée & partir du méme lot de
semences que celuf ayant servi a L'isolement de A. plnodes.
Son identification peut étre contestée dans la mesure ou
elle ne posséde pas de forme parfaite. Néanmoins, nous
avons identifié tous Les autres caractéres qui la rapprochent

de A. pinodella.

Féve = ViciLa foba L.
- Ascochyca faboe SPERG.
Beaucoup moins connue en Algérie par les pro-

ducteurs, L'importance économique de cette espéce et sa



transmission par lLes semences ont &té établies par EMMANOUILLIDIS
(1976). Nous L'avons isolée pour la premiére fois en 1981 3
partir dtun 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 Abbés), du centre (EL Khemis,

I.N.A. EL-Harrach) et de ['Est (Collo).

- Ascochycta pinodella JONES

Cette espéce a été isolée plusieurs fois, notamment & partir

de lots de semences provenant de L'I.D.G.C. en 1983. <(Cette

méme espéce a été obtenue a partir de plants de féves présentant
des nécroses au niveau du collet et des feuilles (Figs 21 et 23).
La transmission par lLes semences n'est pas signalée par les auteurs
et n'est pas répertoriée dans les index de L'Association Inter-
hationale d'Essais de Semences (I.S.T.A.Y(RICHARDSON, 1979,

1981 et 1983).

Enfin, nous signalons que d'autres espéces se
rapprochant d'Ascochyta pinodello JONES, mais différentes par
L'aspect cultural, ont été isolées & partir de cette culture;

elles n'ont pas pu @tre déterminées.

Gesse = Lachyrus ochrus, L. cingitanus et L. arciculatus

- Ascochyta Lachyri TRAIL

Cette espece a été aussi isolée pour'.la
premiére fois dans le pays en 1981, a partir de nécroses
sur tiges présentant des pycnides; L['échantillon provenait
du littoral Est d Alger (Figuier). D autres attaques ont été
observées a L'I.N.A. (El-Harrach) sur Lachyrus tinglconus et
dans la région de Collo sur L. cingiLcanus et L. arciculacus
(Fig. 24).



Lentille = Lens cullnoris MEDIK
- Ascochyta Lencis BOND. et VASS.

Il s'agit de l'unique espéece sur lentille que

nous ayons pu isoler et identifier en Algérie (Figs 26, 27).

Cette premiére détection en Algérie a été réali-
sée en Avril 1986 au cours d'une prospection effectuée dans Lla

station expérimentale de L'I.T.G.C. & Sidi Bel Abbés.

Des attaques assez importantes ont été obser-
vées dans plusieurs parcelles destinées & des essais de com-
portement variétal. Par ajlleurs, Ll'isolement de cette méme
espéce & partir d'un lot de semences provenant de ces parcelles
attaquées, confirme La transmission de ce pathogéne par Lles
semences, mise en évidence par KAISER et HANNAN (1982). Plus
recemment encore, ces mémes dégats ont été observés dans

d'autres essais & Tiaret.

Vesce = Viclao satbivao L.

- Ascochyta viciae Lib.

Signalée déja en 1925 en Algérie (Herbier
Phytopatholegique de L'I.N.A. Eil-Harrach), nous avons isolé
pour la premiére fois cette espéce en Algérie en 1981 a
partir d'une culture spontanée de Vesce, poussant dans le
Nord constantinois (Colloed. Par La suite, des attaques
sévéres par cette méme espéce, ont été observées dans des
cultures de Vesces fourragéres dans plusieurs autres régions
du pays: domaine autogéré sur le Llittoral Ouest d'Alger
(BOU ISMAIL en 1984), ferme pilote de L'I.N.A. (lLa méme année),
station expérimentale I.T.G.C. de Sidi-Bel-Abbés (1986) et

récemment en Avril 1988 dans la région de Tiaret.

Les symptdmes montrés par les Figures 28 et 29

sont trés analogues & ceux de L'A. pisi.



Tabl. 6 ETAT RECAPITULATIF DES PRINCIPALES ESPECES D'Ascochyta ssp,
ISOLEES POUR LA PREMIERE FOIS EN ALGERIE A PARTIR DES
LEGUMINEUSES CULTIVEES ET SPONTANEES

DATE ET WEU DE
ESPECES AGENT PATHOGENE D.gggfg;ENT RECOLTE DU ter
HOTES ECHANTILLON
- A L] i i
Pois= pLsil Tous Lﬁs organes

PLsum sakbivum

Pois
Fourrager

Haricot=
Phaseclus
vulgaris

Pois Chiches=s
Cicer arie-
ELnum

Fave =
Viclo fabao

Lantille=
Lens culilnaris

Vesce =
ViciLa saktiva

Gesce=
Laothyrus sp.

Lathyrus arti-

culoktus

A.pinodes
A.ptnodella

A.plisl
A.pilnodes
A.pitnodella

A.phaseolorum
A.plnodes
A.plnodella

A.rablel
A.pinodella

A.fabae
A.plnodella
A. sp

A.lLenktls

A.viclLae

A.Laothyri
A.pilnodella
A. sp.

Semences

Gousses
Semences
Semences

Tiges,
Gousses
Tiges

Gousses
Sem.,Tiges, Feuil.
Gousses

Tiges
Feuilles

Tiges
Feuilles
Gousses

Tiges

Tiges gousses

IDGC(Siége)
1983

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

1984 (Si1di
1983(sidi

B.Abbes)
B.Abbes)

1981 (EL ANASSER)
1983(IDGC,0.5mar)
1982 ,1987 (Collo)

1986(Sidi B.Abbes)

1981 (Collo)

1981 (Figuier?
1987 (Collo)
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Nous rappelons que pour L'identification de
cette espéce, nous avons eu recours aux descriptions faites

par BOEREMA (1979).

3.7.2. DISCUSSION

Le tableau 6 récapitule les principales
espéces d'Ascochyto 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 isoclement,
L'organe végétal a partir duquel il a été isolé, La date et
le Lieu de prélévement ou de provenance de L'échantillon

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

hote.

e travail d'identification constitue Lla
premiére étude exhaustive réalisée en Algérie sur les anthrac-
hoses. ELle a permis de recenser les Ascochyco spp. présentes
sur lLes Légumineuses en Algérie. La présence de certaines
espéces, méme a lL'état spontané wmontre que cette région
constitue une zone favorable de dispersion de ce groupe de

champignonsa L'échelle du bassin méditerranéen.

La distribution de ces espéces fongiques au
niveau des plantes hotes, permet de distinguer deux groupes
d-Ascochyca spp. D'une part, des espéces que L'on n'a
isolé et identifié gqu*'ad partir d'un seul hdte, telles que
A. plsi sur PiLsum saclvum, A. faboe sur ViciLa tobao A.
Lencils sur Lens duttnaris, A. rabilet sur ClLcer artecinum
A. viclLoe sur ViclLo sativa, A. Lathurl sur plusieurs

espéces de Lathyrus (L. ochrus, L. tlngiLtanus et L.arclLcuiatus).

D'autre part, les espéces comme A. pinocdes et
A. pinodella qui ont été isolées a partir de plusieurs plantes
hdtes: Plsum sacivum Cilcer artécinum, Phaseolus vulgaris,

Viclao fobao et PiLsum arvense.



Si pour la plupart de ces espéces la trans-
mission par les semences est bien établie (RICHARDSON, 1979,
1981 et 1983), lLe cas de A. plnodes isolé pour la premiere
fois & partir de semences de Haricot (Phasecolus vulgarls),
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 &tre yne plante héte de L'A.

pinodes, sans indiquer son mode de transmission.

A travers cette présentation, il apparafit
que lLla majorité des espéces d'Ascochycc spp.constituent un
groupe d'agents pathogénes trés importants et que les
alterations nécrotiques sur ltes différents organes (feuilles,
tiges et gousses) sont comparables. C(Cette observation a justi-
fié la nécessité d'étudier leurs caractéres morphologiques
et ontogéniques ainsi que la spécialisation parasitaire de
ce groupe des Sphaercopsidales afin de tenter d'éclaircir une

systematique assez confuse.



3.2. CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE ET ONTOGENIQUE PDES
Ascochyto spp. ISOCLES A PARTIR DES LEGUMINEUSES

3.2.1. VARIATIONS MORPHOLOGIQUES ET CULTURALES

La comparaison entre les différentes espéces
a porté sur les dimensions des spores, lLa taille des pycnides,
ainsi que l'aspect cultural de la croissance des colonies en

milieu artificiel.

3.2.17.17.DIMENSIONS ET TYPES DE SPQRES

La forme générale des spores du genre Ascochyta
étant de type cylindrique, la longueur et le diamétre des coni-
dies ont été retenus comme criteres de mensuration. Pour met-
tre en évidence d'éventuelles différences entre lLes espéces
étudiées, les dimensions des spores ont été regroupées en
classes selon LAMOTTE (1967}. Pour chaque type de mesure,
L'espéce est definie par lLla classe qui correspond au pourcen-

tage de spores lLe plus éleveé.

L'arrangement des différentes classes ainsi obte-
nues est représenté graphiquement par lLes histogrammes des
figures 31 et 32. Enabscisses, sont représentées les classes
de longueur des spores (Fig. 31) ou de diamétre (Fig.32 ?;
en ordonnées les espéces fongiques sont définies par Le pourcen-

tage le plus élevé de Lla classe considérée.

L'examen de ces histogrammesfait ressortir 4
principales classes de longueur respectivement 4,5; 7,6; 11,14
et 16 um. Les deux classes ayant des spores de petite taille

(longueur inférieure & 8 pm regroupent les espéces A.phaseclorum,

A. roblel et A. plnodella . 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'Ascochyca spp.

selon différentes classes de longueur de spores
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Fig. 32: Répartition des souches d'Ascochyta spp.selon

différentes classesde diamétre des spores
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est supérieure ou égale a 11 pum. (A. pinodes, A. Lathyri,

A. pisi, A. viclae, A. Lentis et A. fabae).

En ce gui concerne lLe diamétre des spores,
L'histogramme de la figure32 , permet de distinguer cette

fois-ci trois classes principales réparties comme suit:

- Une premiére classe & spores de diamétre inférieur a

3,0 wm (A. phoseolorum, A. pitnodella et A. roblel);

= Une deuxiéme classe & sporesde diametre moyen voisin

de 4,0 pm (A. plsi et A. plnodes);

- Enfin une troisiéme classe & spores de diamétre nette-
ment plus grand, supérieur & 5 pm et pouvant dépasser

les 7,0 um (A. Loachyri, A. viciae, A. Lencls et A. fTaobaed.

En ce qut concerne Le type de spores,- les
Ascochyta spp. sont considérées comme des champignons a
spores bicellulaires(figs 34 a42). En réalité, certaines
espéces peuvent avoir une forte proportion de spores mono-
cellulaires, d'autres au contraire, ont des spores tricel-
lulaires (deux cloisons) ou plus rarement quadricellulaires
(trois cloisons?); pour ces deux derniérs cas les fréquences

sont trés faibles,

Le tableau 7 résume les observations faites
sur les principaux caractéres morphotogiques des différentes
espéces d'Ascochyto considérées. Les espéces & spores de
petite taille (A, pilnodelloa, A. raobiLel et A. phaseclorum)
présentent surtout des spores monocellulaires., Par contre,
le groupe d'espéces & spores plus grandes(A. faboce, A. Lentis,
A. viciae, A. Lathyri, A. plsi, A. pLnodes) ont essentielle-
ment des spores bicellulaires, avec des cas de spores pluri-

cellulaires.



Fig. 34

Fig. 35:

Pycnidiospores d Ascachyts prsr . Les fléches indiquent la cleison centrale
pour celles qui sont bicellulaires.

Pycnidiospores d Ascacyts /ent’s ; présence de deux types de conidies : celles qui
sont bicellulaires ont une seule cloison centrale ( =), quelques unes sont
tricellulaires (%) ont deux cloisons.

Figs. 36 et 37 : Deux formes de spores d'Ascwevis pinodes. La figure 36 présente des

Fig. 38 :

Fig. 39:

Fig. 40 :

Fig. 41

Fig. 42

pyenidiospores essentiellemenent bicellulaire¥ = ) avec une seule
clotson; lafigure 37 montre des ascospores ( <) & 1'intérieur d'un
asque ( ).

Pycnidiospores d'une espece de AAome sp. Isolée & partir du Pois; 1a majorite sont

monocellulaires 1égérement pointues aux deux extrémités (*), quelguses unes sont
bicellulaires avec une cloison centrale { » )

Pycnidiospores d' Ascooyta lethyri; 1a plupart sont bicellulaires avec une cloison
centrale ( =)

Pycnidiospores o' Ascoehyts fabge ; a majorité sont bicellulaire ( = ), quelques
unes peuvent étre tricellulaires (%) avec deux cloisons.

Pyenidiospores d'Ascochyts rabiei. Cette espéce est caractérisée par beaucoup de
conidies monoce!lulaires de taille trés variabls (3); quelques unes de taille plus
grande sont bicellulaires.

Pycnidiospores d Ascochyvis viciae Elles sont de forme et de taille ﬁl,us homogenes
et essentiellement bicellulaires (=),










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 & d'autres
caractéres tels que L'aspect cultural. Au cours de nos
isolements pratiqués & partir des différents organes des
plantes cultivées (feuilles, tiges, gousses et graines),

nous avons retenu ce critére 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 lL'absence de
chlamydospores et par le type de mycélium ¢(hyalin ou brun).
Notons gue sur milieu Mathur, la couleur foncée des colonies
peut &tre nettement attenuée par L'obscurité. Ceci nous a
amené a réaliser lLes isolements de ce groupe de champignons
en présence de lumiére.Les variations de tous ces critéres

ont été regroupés dans le tableau 7.

Trois groupes peuvent étre ainsi distingueés:

- Les colonies assez claires, blanc & rose-pdle, caracte-
risent les espéces de grande taille (A. fabae, A. Lentis et
A. piLsi);

- La couleur vert olive de La colonie et L'abondance de
chlamydospores, caractérisent surtout A. pincdella et & un

moindre degré A. viclLae.

- Enfin, les espéces dont lLa couleur de La colonie se
situe entre les deux premiéres €t qui constituent un groupe assez

hétérogéne (A. piLnodes, A. Laochyri et A. rablel)d.
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3.2.17.3. DIMENSIONS ET STRUCTURE MORPHOLOGIGQUE
DES PYCNIDES

Dans cette étude, nous avons retenu comme
critére éventuel de reconnaissance des especes L'appareil

sporifére des Ascochyca spp.tla pycnide.

- DIMENSIONS DES PYCNIDES

Les résultats présentés dans lLe tableau 8
ainsi que les histogrammes correspondants (fFig. 43 ), montrent
une grande variation intra et interspécifiques des dimensions
des pycnides. Généraltement, les espéces & grandes spores
telles que A. fabce, A. vicioe et A. pisi, ont des pycnides
de grandes dimensions (143 a 300 gum). Par contre, les espéces
4 petites spores telles gue A. pinodelblc, A. rablel et A.

phaseoclorum ont plutdt des pycnides de dimensions assez ré-

duites (63 um a 103 umd.

- MORPHOLOGIE GENERALE DE LA PYCNIDE

Pour La plupart des champignons du groupe
des Sphaeropsidales, lescaractéres morphologiques externes etceux
de L'appareil sporifére peuvent faciliter L'identifica-

tion.

Extérieurement, toutes les espéces étudiées
présentent des pycnides véritables pourvues d'un ostiole,
plus ou moins bien différencié, par legquel s'échappent a
maturité les conidies. Celles-¢i sont contenues dans un
mucilage visqueux (cirrhe) dont la couleur varie d'une

espéce a L'autre (cf. tableau?7)



Fig. 43: Répartition graphique des souches d'Ascochyca sp

selon les classes de diamétre des pycnides
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Tableau 8: Mensurations des spores et des pycnides

étudiées (milieu Mathur).

d'Ascochyca spp.

LONGUEUR (fim) vazqumatéu TAILLE PYCNIDE
S OUCHE
RANGEE MOYENNE RANGEE MOYENNE mrzmmmﬁtﬂg MOYENNE (Lim)

Ascochycta Dwmr (coLLod 8,75-16,25 11,85 2,5 =5 5,85 78-175,5 134,62
Ascochyto pisi (AL2 N%24) 733 215 11,37 Sl 5 G025 4,32 117-195 149,44
Ascochytca pilnodes (D.P.) 7,5 -16,25 10,35 2,5 -5 3,32 85,8 234 174,51
Ascochytae phaseolurum 25 (05 Fpd 5,17 2,5-3,75 2,52 58,5-109,2 75,19
Ascochyca s.p.1 (Har.1) 511,15 8,0 2,5-5 3,45 58,5~ %75,5 115,12
Astochycao s.p.5(Lathyri) 7,5 -12,5 9,47 2,5-5 4,32 62,4-195 114,66
Ascochyca s.p.6(Féve IDGC3)Y6,25-10 7,65 2;5%5;0 3,05 78,0-214,5 136,34
Ascochytca fabae (S0U.) 15-20 17520 3,5-5 4,97 105,3-331,5 236,96
Ascochyca s.p. 7 (Vesce) 15-20 14,57 7,5 4,05 156,0-312 219,2

Ascochyta pinocdellLa(ANNABAY3,75-7,5 5,4 3,75 0,6 58,5-97,5 80,96
Ascochyta rabletl 3545 »5 5,67 2-3,75 1,56 42,9-109,2 61,77
Ascochycta Lencis(S§S.B.A.) 14,5-20,5 5,0 3,70-6,37 4,71 135,8-285,4 204 ,7

[+ ¥
U



3.2.2. ETUDE DE L'ONTOGENIE DES CONIDIES

3.2.2.1. ETUDE EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE

Les préparations routiniéres permeitant
L*identification des espéces d Ascochyca, 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 a partir du matériel fongigue fixé et inclu

dans de lLa résine, permettent de préciser ces aspects.

Les figures 45 & 51, montrent que lL'organisa-
tion générale des pycnides est assez identigue pour toutes
tes espéces considérées. La paroi pseudo-parenchymateuse de
tLa pycnide est constituée Le plus souvent de deux 3 trois
assises cellulaires superposées. La forme des cekblules Lles

constituant est trés variable au sein d'une mé&me espéce.

Au niveau de Ll'assise la plus interne, Lles
cellules sporogénes sont en coupe de forme généralement
polyhédrique, montrant & leur sommet une extension plus ou
moins grande, orientée vers la lumiére 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 Hyphomycétes n'est pas facilement identifiable
pour aucune des espéces étudiées. Seule chez L'espéce A.
pisi (Fig. 45a), il est mis en évidence une étape impor-
tante de L'initiation de La premiére conidie, qui pourrait

représenter Le type phialidique.



Fig. 44 : Initiation de la formation d'une pycnide chez Asconiyis prs7. La formation du
stroma {Smy) résulié’® 'enchevétrement de plusieurs hyphes mycéliens
(),

Fig. 45 & :Portion d'une paroi de pycnide d' As_cochyls pisi (P pyc) avec deux cellules
conidiogénes (Cc). La zone de réfringence ( =) montre le détachement de la
couche pariétale qui précéde la formation de 1a future conidie;
elle est caractéristique du type entéroblastique.

Fig. 45 b : Coupe transversale passant par 1'ostiole d'une pycnide ( _J|>) d' Ascachyits prsi.
Les cellules de la paroi pycnidienne (=) sont en continuité avec celles du col
de I'apparei! sporifere, constituant ainsi un‘_vérttable ostiole.

Fig. 46 : Aspect de la paroi pycnidienne (P pyc) chez Ascor/ivia vicise. Ce stade plus avance
du fonctionnement des dtfférentes cellules conidiognes (Cc), permet de
distinguer, soft des conidies (Co) détachées, soit des conidies encore attachées.

Fig. 47 : Paroi d'une pycnide ( Ppyc) d Ascoryts pisi montrant deux
cellules conidiogenes (Cc).

Fig. 48 : Aspect généraienphotonique de 1a paroi pycnidienne (Ppyc) chez Ascachyis lentis
Les cellules conidiogénes (Cc) et les conidies (Co) sont coupées ongitudinalement
ou transversalement.

Fig. 49 : Mémes observations chez Ascachvis rabier

Fig. S0 : Mémes observations chez Ascachlys lethyrr

Fig. S1: Mémes observations chez Ascaolyte pinodelle ; 1a fléche blanche indique une
cellule conidiogene avec une conidie sur e point de se détsc her
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Ie travail mené sur les anthracnoses a permis d'identifier

les principales espéces d' Asgochyta inféodées aux légumineuses cultivées
et spontanées en Algérie.

Ia caractérisation morphologique et culturale a confirmé
leur hétérogénéité marquée et la confusion qui a souvent régné au sein de
ce groupe de pathogenes. Par l'analyse des mécanismes ultrastructuraux de
la conidiogenése, i1 a été dbservé un mode de formation ontogénique du type
phialidique, comparable a celui observé chez le genre Phomo.

L'aspect systématique des Ascochyta a été camplété
par une étude de la spécialisation parasitaire; en dehors de 1'Ascochyta
plnodes et A. pinodello les autres espéces ont montré une nette
spécificité & 1'dgard de leur hdte d'origine.

Dans la partie consacrée a 1l'anthracnose du Pois causée
par A. plsi Lib., 1'étude des exigences biclogiques et du pouvoir
pathogéne du champignon a permis de définir les conditions de transmission
de la maladie ainsi que la variabilité génétique des isolats.

Ies relations hote-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 1'hote ont
été précisés, en relation avec la morphologie extérieure des cultivars et
la présence des cires cuticulaires. ILes évenements ultrastructuraux inter-
venus aprés la pénétration, jusqu'a 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 pathogéne a été discutée.

Mots clés
- Anthracnoses, légumineuses,
- Ascochyta ssp, systématique, ontogénie,

- P. sativum, A. pisl , pouvoir pathogéne,
spécificité parasitaire,

- Relations hote-parasite, interactions compatible et
incompatible

- Ultrastructure, cytochimie.



On observe gue la paroi de la cellule conidio-
gene est repoussée par la croissance de La future conidie.
Cette figure pourrait faire penser a la définition tradi-
tionnelle de la phialide ou lLes parois de lLa cellule coni-
diogéne ne participent pas & lLa formation de la paroi de
La conidie. Ce mode caractérise La définition d'une conidie
née de maniére entéroblastique. Mais nous restons encore
prudent a ce stade d'observation, avant d'avoir abordé le

processus au niveau wultrastructural.

Le recours a8 la microscopie électronique
pour préciser davantage certains détails des modifications
intervenus au niveau du conidiophore s'avére nécessaire.
Ceci est d autant plus nécessaire qu'au niveau des Sphaeropsi-
dales, la conidiogenése a été beaucoup moins étudiée gque chez

les Hyphomycétes.

3.2.2.2. ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE LA CONIDIOGENESE

L'étude de la conidiogenése a été approfondie
sur les principales espéces d'Ascochyca précédemment étudiees
(A. tabae, A. plsi, A Lentis A. vicia, A. plnodes, A.

plnodella, A. Lathyri et A, rablel).

- DESCRIPTION DE LA PAROI PYCNIDIENNE

Deux types de cellules sont identifiables au
niveau de La paroi pseudoparenchymateuse de la pycnide des
especes Ascochyta étudieées (Voir étude morphologique précé-
demment présentée). Dans tous lLes cas étudiés, L'assise

cellulaire externe, continue et assez homogeéene,délimite Lla



cavité rigide de lLa pycnide (Figs52 a56 ). Elle est & L'ori-
gine d'une a trois assises successives de cellules,
Leur nombre peut varier d'une pycnide & L'autre et dfun

endroit & L'autre au sein d'une méme pycnide (Fig.52 ).

Ces cellules composant La paroi de la pycnide
sont de forme et de taille trés différentes. La paroi de Lla
pycnide provient de L'enchevétrement mycélien pour former Lle
stroma pycnidien (Fig-44 ). Au cours de la maturation de
L'appareil sporifére, il y a formation de Ll'ouverture naturel-
le, L'osticle (Fig.45ph). A L'intérieur, une Llyse probable des
cellules centrales aboutit a Lla formation d'une cavité od

s'accumulent lLes conidies.

Les couches de cellules lLles plus externes
présententune forte vacuolisation qui augmente de L'inté-

rieur vers lL'extérieur; les organites cellulaires sont beau-
coup moins nombreux. Ces cellules montrant des signes de
dédgénérescence, jouent plutdt un rdle de support pour Lles

cellules conidiogénes.

Au niveau de l'assise cellulaire Lla plus
;interne de la paroi de la pycnide, les cellules conidioge-
nes sont morphologiquement différentes de celles consti-
tuant les couches pariétales de la pycnide (Figs 54 et 55).
Indépendamment des espéces, elles sont le plus souvent

polyedriques confirmant ainsi nos observations en photonique.
Elles sont Le lieu d'une forte activité comme en témoigne La
présence de nombreux organites cellulaires et particuliére-
ment de mitochondries (Figs57 et 60). (C'est au niveau de
cette assise cellulaire trés active, qu'a Lieu la conidio-

genése chez lLes Ascochyta et d'une maniére générale chez la

plupart des Sphaeropsidales.



Fig. 52 : Aspect ultrastructural de )a paroi pycnidienne chez Ascac/yts pis/. La paroi est
composée de deux types cellulaires : 1 a 2 couches de cellules composant 1a paroi
proprement dite de la pycnide {Ppyc) indiquées par 1'astérix (¥) sont de forme
allongée et souvent fortement vacuclisées. La couche 1a plus interne est constitués
par les cellules conidiogénss (Cc) de forme polyédrique.

Fig. 53 : Aspect ultrastructural de la parof pycnidienne (Ppyc) chez Ascachvis pinodklis.
Dans ce cas, le nombre de couches la composant est plus grand (jusqu'a quatre).

Fig. 54 : Aspect ultrastructural de la paroi pycnidienne (Ppyc) chez Ascacivis fabee .
M8me remarque que pour la figure précédente, mais dans ce cas le nombre de
cellules conidiogénes (Cc) est plus élevé.

Fig. S5 : Aspect uitrastructural de la paroi pycnidienne (Ppyc) chez Ascahyis lathyri.

Fig. 56 : Aspect ultrastructural de 1a paroi pycnidienne (Ppyc) chez Ascacivie pinodes. Cs
stade ne met pas en évidence les cellules conidiogénes précédement observées.







- FONCTIONNEMENT DU SYSTEME CONIDIOGENE

lLa naissance d'une conidie & partir des cel-
lules conidiogénes est sensiblement i1dentique pour toutes
Les espéces d'Ascochyto. Nous reconnaissons plusieurs

étapes dans le processus de formation des conidies.

INITIATION ET FORMATION DE LA PREMIERE CONIDIE

Cette etape importante dans la caractérisa-

tion du type ontogénigue pour une espéce donnée, n'a pu

étre observée de fagon trés évidente. Néanmoins, l'observa-
tion de Lla figures57 obtenue dans le cas d'A. pinodella
montre le début de La conidiogenése. Cette initiation semble
commencer par une rupture d'un co6té de lLa paroi de la celiule
conidiogéne; on remarque assez nettement une lyse des dif-
férentes couches pariétales qui doit aboutir & un détache-
ment d'une portion de la paroi. Le plus souvent, cette der~

niére reste attachée comme le montre Les figures 60 & 62.

£e processus précise et confirme les observa-

tions déja faites en photonique sur A. plst Lib. (Fig. 45ay,

FORMATION SUCCESSIVE DES AUTRES CONIDIES

Un grand nombre d'observations effectuées sur
plusieurs isolats d'une méme espéce et sur des espéces dif-
férentes, ont permis d'observer La formation répétée de
plusieurs conidies & partir d'une méme cellule conidiogéne.
Nous avons déduit ce type de fonctionnement ontogénigue par
la présence au niveau du locus de formation des conidies, de
structures lamellaires (Fig.5%t 60) Le nombre de strates

correspondrait a4 celui des conidies détachées.



Fig. $7: Détail d'une cellule conidiogéne (Cc) d Ascaciyts pinodelle . La celiule n'a pas

Fig. 58

Fig. 59:

Fig. 60 :

Fig.61:

Flg. 62

produit encore de conidies comme 1'indigue e point de rupture (=s=) de la couche
parigtals. La présence de nombreuses mitochondries (M) témoin  d'une
forte activité callulaire.

. Aspect d'une autre cellule conidiogéne (Cc) chez la méme espece A pinadklls.
L'épaississement du col de la phiatide (Cph) indique qu'il v & eu production de
plusteurs conidiss.

Aspect ultrastructural d'une cellule conidiogéne (Cc) chez Aswwhtve pisi
typiquement phialidique. Le col phialidigue (Cph) est ceractérisé par
la formation successive de plusieurs strates ( - ) correspondant au nombre de
conidies formées. Noter la présence dun noyau (N) et de plusieurs
mtoc hondries (M).

Cellule conidiogéne (Cc) d'un sautre isolat dA pis/ . On retrouve
les mémes aspects que sur la figure précédente. Noter les restes ( = ) de la
couche pariétale de la cellule conidiogdne (Cc) qui se sont formés lors du
détachement de la premiere conidie.

Aspect d'une autre cellule conidiogéne (Cc) de la méme espéce avec un col
phialidique (Cph) mains caractéristique que les deux précédents.

Aspect ultrastructural d'une cellule conidiogene (Cc) d'Ascanhyita /sthyri. Col
phialidique (Cph) trés épais, auquel sont attachés des deux cités les restes des
couches pariétales (Cp) de 1a cetlule conidiogéne fortement vacuolisée.






Ce type de structure largement décrit par
les auteurs (ROQUEBERT, 1976, 1977, 1982; COLE et SAMSON,
1979; MINTER, 1982; KENDRICK, 1971), répond & la définition

du type ontogénigue phialidique. Ce mode de formation

phialidigque est confirmé par Lle fait que le conidiophore
(phialide dans ce cas) ne présente aucune croissance apres
Le détachement des conidies. De méme,aucune annellation

superposée n'a été observée au niveau de la cellule conidio-

géne.

De plus, on a déja montré que La premiére
conidie est entéroblastique; les forts grossissements des
observations précédentes au niveau du col des phialides
(Fig.59 et g0 ) montrent gu'il n'y a pas de continuité entre
les couches externes de La cellule conidiogéne et la parci
de la conidie.Au contraire,a chaque fois les couches parié-

tales internes de la cellule conidiogéne se prolongent autour

de lLa spore.

Tous ces caractéres de formation de La conidie
nous permettent de considérer gue lLa conidiogenése chez Lles

especes Ascochyto étudiées est du type phialidique.

DETACHEMENT DES CONIDIES

Les étapes de cloisonnement entrainant le deé-
tachement des conidies sont illustrées par les figures 63a70
Souvent, ta Libération de Lla conidie est provoquée par L'ini-
tiation de La suivante(Fig.6%9 Y. 1L appara;t que dans tous
Les cas et pour toutes les espéces, la conidie semble &tre
détachée avant méme d'avoir atteint sa maturité. C'est le cas

pour La majorité des espéces a conidies bicellulaires ot les



Fig. 63 : Aspect de deux celiules conidiogénes {Cc) chez Ascaphyis fabae svet des conidies

Fig. 64 :

sur le point de se détacher (= ). La conidie entiérement visible est
monacellulaire et uninuclége.

Détail montrant notamment la zone de rupture { = ) et 1a richesse en
mitochondries (M) de 1a cellule conidiogéne (Cc).

Fig. 65: Conidle d'Ascocivie pisi encore attachée & Ja  cellule conidiogéne.

(Ce). Celle-ci est monocellulaire alors que les conidies détachées sont
bicellulaires.

Fig 66 : Détail de la figure précédente. La fleche blanche souligne Ie niveau de détachement

Fig.

Fig.

de la conidie. Noter les restes de 1a couche pariétale ( = ) et le col phialidique
(Cph)

67 a 69: Aspect de plusieurs cellules conidiogénes
montrant les conidies qui leur sont encore attachées;
a ce stade Lles conidies sont toujours uninuclées: Ces
observations obtenues par le test PATAg, indigquent
L'organisation et la nature polysaccharidique des

différentes couches pariétales.

70: bétail du col phialidigue (Cph) ainsi que
de La zone de rupture ( w» 3} gui va permettre a la
conidie de se détacher. MNoter également comment

celle-ci est repoussée par la nouvelle conidie (%6 ).






conidies sur le point d'étre détachées, sont unicellulaires;

la septation n'intervient que par la suite.

SEPTATION ET COMPORTEMENT NUCLEAIRE

Au cours de nos recherches sur le processus
ontogeénique des conidies,une attention particulkiére a été
portée sur les modalités de leur cloisonnement, ainsi que leur
comportement nucléaire Figs 71475.Pour toutes les espéces a8 tevdance
bicellulaire, La septation compléte a Lieu aprés le détache-
ment de la spore. Cette étape est généralement précédée par
La migration d'un novau vers les deux pdles de chague conidie
{(Fig.71 ¥; en méme temps on peut observer l'initiation de la
future cloison mais dans tous les cas la septation in-
tervient durant Lla derniére phase de la conidiogenése.

Au voisinage immédiat du pore de la cloison, on distingue

souvent La présence des corps de WORNIN (Fig.74 Y.

Selon les espéces et les iscolats, chaque noyau
peut se diviser a son tour pour aboutir & des cellules bi-
nucléées. Une étude compLémentaﬁre pour préciser L'état nuc-
Léaire des conidies a été menée, par une coloration des noyaux
d L'aide de lLa méthode au GIEMSA. La variabilité du patri-
moine nucléaire des conidies issuesd'un seul noyau au départ
est illustrée par les figures 76381 ;;on obsérve nettement

la présence d'un & deux noyaux par cellule.

Cet ensemblie d'observations montre gqu'au niveau

d'une méme spore tous les noyaux ont une méme origine.






Fig. 71 : Initiation de la formation de la cloison conidienne. On distingue nettement une
invegination { = ) des couches pariételeide maniére centripdte. Aprés
division, les noyaux ont migre vers les deux exirémités de la conidie, de part et
d'autre de la future cloison.

Fig. 72 : Stade plus avancé de la septation montrant 1'allongement de 1a cloison ( :D ). Les
fleches indiquent le point initial de formation de la cloison. Noter 1a richesse en
mitochondires (M) de cette zone.

Fig. 73 Détail de Ja cloison aprés un PATAg. Ce test permet de distinguer la nature
polysaccharidique des différentes couches pariétales de la conidie ainsi que celles
de 1a cloison.

Fig. 74 : Stade final de la formation de la cloison. On note la présence d'un pore (fléche
blanche auprés duguel se trouve un corps de Wornine (Wo) ( $ ) et la structure
feuilletée de 1a cloison.

Fig. 75 : Aspect d'une conidie o Ascacile /ébae ayant atteint sa maturité. Elle posséde
des noyaux, des réserves importantes { globules Tipidigues (gl)et
glycogene {61) ),

Fig. 76 : Coloration nucléaire au Giemsa. Pour cet isolat d' Ascaehia pis/, ies conidiss sont
essentiellement mononucléses.

Fig; 77 : Coloration nuclésire au Glemsa réalisée sur un autre isolat d Ascochyds pisr . Dans
ce cas les conidies sont plutét binucléées

Fig. 78 : Aspect ultrastructural des conidies mononucléées { Co) d' Asconiyts pisi. Certaines
conidies sont coupées tranversalement. {a beagen den

Fig. 79: Aspect ultrastructural des conidies (Co)binucléées d'Ascoctvis /fabeeen coupe
transversale ou longitudinale.

Fig. 80 : Aspect ultrastructural des conidies (Co) d' Ascociyide pinodes. Comms pour la
figure précédente, les cellules sont binucléées.

Fig. 81 : Aspect ultrastructural des conidies (Co) d' Ascorriyts rabier. Au nivesu de cette
espéce les conidies sont monocellulaires et binucléées.










3.2.3. DISCUSSION

L'étude morphologique des espéces d'Ascochyta
inféodées aux Légumineuses, a confirmé La variabilité treés
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 pathogénes. Dans cer-
tains ouvrages (ROGER, 1958), on trouve méme lL'erreur qui
consiste a considérer le Mycosphaerello plnodes comme La
forme parfaite de L'Ascochyta pist, alors que ces deux
espéces ont été reconnues différentes dés 1927 (JONES,

1927; HARE et WALKER, 1944). De méme, certains auteurs
(SPRAGUE, 1929; LEACH, 1965) parlent de L'isolement a

partir de la Vesce (Viciao sativa) de L'Ascochyta pisi, agent
reconnu de L'anthracnose du Pois. Cette confusion est
d'autant plus inattendue qu'en milieu de culture, ces deux
espéces se comportent différemment, les spores de L'A.

vicioe étant relativement plus grandes.

D'autres auteurs ont introduit des modifications
de nomenclature au niveau de quelques espéces se rapprochant
du genre Phoma. Dans ce sens, BOEREMA et al., (1965) ont
proposé pour A. pinodello lLe nouveau nom de Phoma medicaglnis
var. Plmodella. Depuis, cette derniére dénomination est de
plus en plus utilisée par les auteurs (BOEREMA, 1976 et 1979;
RICHARDSON, 1979). Par ailleurs, en comparant Ascochyta
phaseolorum avec le Phoma exigua, c¢e méme auteur (BOEREMA,

1972) a considéré ces deux espéces comme étant des synonymes.

Les quelques modifications apportées a Lla clas-
sification du genre Ascochyta devraient concerner a notre
avis d'autres espéces. C(C'est le cas notamment de L' A,
rablel ayant la presque totalité de ses conidies monocel-

lulaires, devrait &tre considéré aussi comme un Phoma



Le genre Ascochyta étant davantage réservé aux especes 3
pycnides dont Lles conidies sont hyalines et typiquement
bicellulaires. Par ailleurs la variabilité morphologique
du genre Ascochyto a donné lieu & une multiplicité:de déno-
mination des espéces rencontrées sur Légumineuses. Notre
étude confirme alors L'intérét d'une caractérisation de
L'aspect cultural des colonies en milieu artificiel comme
critére complémentaire d'identification des espéces d'Asco-
chyta. L'exemple des trois espéces responsables de L'an-

thracnose du Pois est assez significatif pour leur comportement

trés différent en culture Ln vitro.

ALLARD et al. (1978) ont déja signalé que la
distinction entre ces trois espéces (A. plsi, A. piLnodes et
A. pinodella), peut &tre faite macroscopiquement d'aprés
L'aspect de la culture sur milieu MATHUR. Comme autre
critére de différenciation, CHAMPION (1981) mentionne Lla
disposition en ligne des pycnides chez A. pinodes. Actuel-
lement, il y a une tendance pour une caractérisation bio-

chimique de ces trois espéces (ESKANDARI etql 1987)

Par contre, les données morphologiques et struc-
turales de La pycnide, ne nous ont pas permis de déceler des
differences fondamentales entre les espéces d' Ascochyta .Les
variations importantes obtenues au sein d'une méme espéce,
concernent aussi bien les dimensions des pycnides; gue Lle

nombre de couches qui composent leur paroi.

De ce fait, ce critére pris en considération
par EL SHANAWANI et USPENSKAYA (1978), ne semble pas étre
caractéristique d'une espéce donnée. Le nombre de quatre

4 cing couches attribuées par ces deux auteurs & L'A. pisi



est exagéré par rapport aux résultats gue nous avons obtenus.
Dans de nombreux cas, la paroi pycnidienne n'est composée que

de deux & trois assises seulement.

En revanche, L'étude de La conidiogenése de
la plupart des espéces d'Ascochyta a montré une homogénéité
marquée du mode de formation des conidies. Du point de vue
de L'ultrastructure des cellules conidiogénes, les espéces
étudiées sont,dans leur ensemble, tout a fait comparables
soit & certains genres de Coelomycétes, tels que FPhoma
fumcsa (SUTTON et SANDHU, 196%9), Phomo pomorum (JONES, 1975)
et Marsonitella juglandis (ROQUEBERT et FAYRET, 1982), soit &
des especes d'Hyphomycétes tellesque Trichoderma Sacurnis
porum (HAMMILL ,1974), Aspergillus clavatus (HANLIN, 1972) et
Aspergtlilus comari (ROQUEBERT, 1977). Toutes ces observa-
tions correspondent aux représentations schématiques de la
formation et du fonctionnement d'une cellule sporogéne du
type phialidique (SUBRAMANIAN, 1971; SUTTON, 1971; BOEREMA
et BOLLEN, 1975; ROGUEBERT, 1976; COLE et SAMSON, 1979; COLE,

1981; HAMMILL, 1987; MINTER et _al, 1982).

L'examen approfondi de La paroi des cellules
conidiogénes a montré que La formation successive des coni-
dies s'effectue de maniére entéroblastique. En effet, Lles
couches externes de lLa paroi de la phialide ne participent
pas a L'élaboration de la paroi conidienne. Ce sont plutdt
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 lLa cellule conidicogéne.
It s'ensuit alors des modifjcations structurales matériali-
sées par un aspect lamellaire de cette zone, généralement
reconnu comme caractéristique du type phialidique chez

d'autres champignons (ROGUEBERT, 1977).



Par contre, certains caractéres 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 lLongueur de la zone sporogéne du
conidiophore dite "prolifération percurente"™ et de la présen-
ce de restes cicatriciels laissés aprés formation d'une nou-
velle conidie (SUTTON et SANDHU,1969; HUGHES, 1971; HAMMILL,
1972 a et b; COLE et SAMSON 1979; COLE, 1981).

Enfin, parmi Les autres caractéres nouvelle-
ment admis pour différencier le type phialidigue du type
annellidique (COLE et SAMSON, 1979; COLE, 1981; MINTER et al.
1982), les événements accompagnant la septation, détachement
et cloisonnement des conidies, sont confirmés par nos obser-
vations. pe méme , Lla présence des corps de WORNIN n'a pas
été notée de part et d'autre de La cloison permettant Lle
détachement des conidies, alors que ces organites ont été
observésau niveau de la septation pour les conidies déja
detachées. De plus, mais de fagon moins évidente, Lla
disposition des différentes couches qui interviennent dans
le processus de détachement des conidies nous rappelle Le

type phialidigue.

Cet ensemble de données montre que les mécanismes
ultrastructuraux de la conidiogenése chez le genre Ascochyta
sont analogues a ceux observés pour lLe genre Phoma. Il
apparaft donc difficile d'accepter les différences fondamenta-
Les qui ont été rapportées par BOEREMA et BOLLEN (1975), attri-
buant le mode annellidique  auw .. -premier groupe de champi-
gnons et Le mode phialidique au deuxieme. Notons toute-
fois,d'une maniére générale,qe les phialides observées ont été
plus facilement caractérisées pour les espéces & grandes
spores typiguement bicellulaires(A. fobaeet A. plsil). Les

espéces présentant des petites conidies ,typiquement



monocellulaires(A. pLnodellLa, A. phaseolorum et A. rablel),
ont été plus difficiles a caractériser. Toutefois, les
observations réalisées sur A. pinodello montrent que Les cellules

sporogénes sont plutdt phialidigques qu'annellidiques.

D'un point de vue pratique, la caractérisation
en ultrastructure de la conidiogenése reste peu accessible et

d'une efficacité souvent douteuse.

En résumé, dans cette premiére partie, nous
avons réussi a caractériser les Ascochyta des Légumineuses
par leur conidiogenése phialidique. Par ailleurs, les des-
criptions morphologiques et culturales nous ont conduit &
distinguer trois principaux groupes parmi Lles neuf espéces
étudiées. Il nous a donc paru nécessaire de compléter notre
travail de systématique par une étude de lLa spécificité
parasitaire de ces agents pathogénes au niveau des Légumi-
neuses qui constituent les hdtes privilégiés de ce groupe

de champignons.



3.3. EFFET DES FACTEURS BIOTIQUES ET ABIOQTIQUES
SUR LE COMPORTEMENT in vitro DE L'A.plsi Lib.

Les résultats qui sont présentés dans ce
chapitre concernent lLes exigences bioclogiques in vitro
de L'un des agents responsables de l'anthracnose du Pois.
Ils constituent une premiére approche de la connaissance
des principaux facteurs biotiques et abiotiques pouvant

influencer Le comportement de L'A, plsil,

3.3.1. INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE SUR
LA CROISSANCE ET LA SPORULATION

Les résultats rapportés dans lLe tableau 9
et La figure 82, font apparaitre des différences de
comportement de quatre isolats d'A. pisi, en fonction

des milieux étudiés.

Quels que soient Lles temps d'incubation, Lle
maximum de croissance mycélienne est obtenu avec le milieu
Malt (M.A.G.), t'andis que les milieux P.D.A. et CZAPECK
assurent lLa 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 & la sporulation. Le milieu Malt a donné une
sporulation moindre, qui se rapprocherait plutdét de celle

obtenue sur milieu MATHUR.
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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-a-vis d'une gamme de température allant

de 0°a 40°C.

Les résuiltats obtenus (Fig. 83) montrent que,
d'une fag¢on générale, Lla croissance des isolats d' A, pisi
augmente réguliérement de 0 & 20°C, ensuite elle diminue
constamment pour devenir nulle & 40°C. L'optimum de crois-
sance se situe donc & 20°C, alors que la température infeé-
rieure Llimite est d'environ 5°C et lLa température supérieure
Limite est de 30°C. Il faut noter que si pour cette espéce
une température voisine de 40°C s'est avérée lLétale pour Lle
champignon, par contre des températures inférieures a 5°C
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. pisil dans de L'azote
liquide, ont montré des:.taux élevés de contamination par ce

champignon, aprés 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 les isolats étudiés ont une sporulation maxi-
male a 22°C. L'optimum de sporulation est donc légérement

décalé par rapport a celui de La croissance mycélienne.



Tableau 9:

sporulation de

Influence du milieu de culture sur Lla

L'Ascochyta pist

Milieux

MALT
M.A.G. MATHUR CZAPECK P. D. A.
Isolats
A + ++ n n
B + ++ n n
c ++ +++ + +
b ++ +++ + +
Légendes: n négligeable
+ faible
++ movenne
+++ forte
Tableau 10: Influence de la température sur la
sporulation d'Ascochyta plsi
Isolats
Isolat O Isolat B
Températures
58 0 0
12° + +
20° +4+4 44
220 +4++4 +++
26° +4 +
30° + a
40° 0 0

lLégende: 0:

++3
+++:
++++:

Sporulation nulle
i trés faible
moyenne
" forte
" trés forte
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Fig. 83: Influence de la température sur la croissance
mycélienne d'Ascochykta pisi 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, 1v62, BLACKEMAN et
DICKINSON,1967;BOMPEIX, 1974) ont montré que la croissance
mycélienne et surtout la sporulation, peuvent &tre trés

influencées par L'absence ou la présence de Llumiére.

Les résultats obtenus dans notre expérimen-
tation (tabl. 11) indiguent que Les isolats d' A. pisil
isolés a partir de Pois sont indifférents a4 la Lumiére pour
Leur aptitude 4§ la sporulation; celle-ci était méme Llégére-
ment favorisée par l'obscurité. En plus de la Lumiére et de
L*obscurité, nous avons montré antérieurement (BQUZINAD, 1978}
gue 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 garand nombre d'isclats, ont per-
mis de distinguer des isolats qui sporulent plutdt mieux a
la Lumiére (Tabl. 12). En ce qui concerne la croissance
mycélienne, la plupart des isolats présentent une crois-

sance Légérement favorisée par Ll'obscurité.

5.3.4. INFLUENCE DE QUELQUES FACTEURS SUR LA
GERMINATION DES SPORES D'A. pisi Lib.

Les premiers stades de la germination des
spores ont fait Lfobjet de trés nombreux travaux (CLAYTON,
1942; COHRANE, 1958; ZARACOVITCH, 1966; MANNERS, 1966).
Cependant, aucun travail du méme ordre n'avait été réalisé
sur A. pisi. Seuls BLACKEMAN (1968) puis HEATH et WO0OD(196%
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Tableau 11: Influence de La lumiére sur la croissance et

sporulation de L'Ascochyta pisi Lib.

CROISSANCE (1) (2)
Lumiére Obscurité Lumiere Obscurité
tion{jours)
3 15 2 ; -
6 6 6,5 3 10° 3 10°
8 12 13 3 10° 3 10°
10 16 17 5 10° 6 10°
13 25 27 7 10° 8 10°
15 30 32,5 15 102 21 105

(1) croissance Llinéaire en mm
(2) sporulation en spores/ ml

Tableau 13: Influence de la lLumiére et obscurité
sur ta germination des spores d'Ascochyca

plst Lib en goutte pendante

Conditions
d'éclairement

Température

d'incubation a Lla lumieére a L'obscurite
5° 3% 5 %
12° - 25 %
12° 97 % 98 %

30° - 10 %
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Tabl.12 Comparaison de La croissance et sporulation de différents isolats
d'Ascochyta pisi aprés 11 j. d'incubation a L'obscurité et a la
Lumiére (MOHAMMEDI, 1984).

A L' obscuritaé

Malt Mathur Czapeck

Croissance Croissance Croissance

; : . ‘ lati
aycelienne Sporulation ek LA enne Sporulation nyicih ], SEHE Sporulation

A. pisi (Collo)d 10,12 s 8,6 22 314 18,25 55
A. pisil (ALEN-AE 10,5 15,6 17,5 760 16,5 115,5
A. pistl EA23 18,5 22,2 14,5 211 10,62 44
A. plsti 383 9,75 23 22,62 274 25,75 11
A- L a Lumieére
Malt B Mathur Czapeck

Croissance f Croissance F Croissance

FpE kLI e Han Sporulation wycdlienne Sporulatian iyl fenne sporulation
6, plsi (Collo) 12,12 204 21;75 593 10,37 13,3
A. plsi (ALZN 4) 21,25 121 24,25 196 11,00 36,6
A. pilsi EAZS 10,62 140 17,87 633 13 13,3

A. plsti BS3 9,12 12 14,75 98,8 12,25 22,2
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ont étudie Ln vivo L'effet de la concentration en spores de
que lques espeéces d'Asccechyto spp;sur le développement de La
lésion. Mais ces auteurs n'ont a aucun moment abordé les
conditions de germination Ln vicro des spores: température,
humidité et lumiére. Dans notre cas, sans la connaissance

de tous ces paramétres, il n'aurait pas été possible de mener
3 bien L'étude des relations hdte-parasite ou celle du pouvoir
pathogéne des isolats. A cet effet, nous avons jugé utile de
présenter L'essentiel des résultats déja acquis dans une pré-

cédente étude (BOUZINAD, 1978), complétée par le présent travail:

Compte tenu des différentes définitions proposées
par divers auteurs et de la spécificité des spores de L'A.pisti,

L'appréciation de lLa germination a été notée selon les critéres

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 & 2 pm de longueur;

- dans un deuxiéme temps, L'altongement du tube germina-

tif intervenu au cours du temps d'incubation a été pris en

considération.

La germination des spores d'A. plsi étant treés

influencée par les conditions expérimentales, L'action de cer-

tains facteurs (température et lumiére) a été précisée par une
série d'essais préliminaires. Auparavant, les techniques elles-
mémes (goutte pendante, Lame gélosée et membrane cellophanedont
été testées afin de vérifier Lleur fiabilité. L'influence de Lla

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 Llame gélosée sont de Lloin les meilleures.

Cette technique permet une répartition homogéne des conidies
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a la surface de la lame, ce qui facilite la lecture et notamment

La mesure de Lla lLongueur du tube germinatif. Par contre, avec Lla

goutte pendant, une hétérogénéité dans la répartition des spores

fait que leur majorité subit une décantation provogquant alors
une inhibition de lLa 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 Légére hétérogénéiteé

die au plissement inévitable du support peut étre notée. Malgré

cet inconvénient, cette technique peut &tre conseillée pour

certaines études (coloration nucléaired.

-~ 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-
la croissance du tube germinatif. Pour une concentra-
Limites du volume de lLa goutte doivent E&tre

tion et

tion donnée, les

; e, ; ; . 6
déterminées. Ainsi, pour une concentration de 10 spores/ml,

on remargque que lorsque le volume dépasse 10 gL/goutte, les
spores s'agglutinent, ce qui provoque une inhibition de Lla
germination et rend les comptages difficiles. Par contre, au
dessous de 10 yl/goutte, il y a risque de desséchement de Lla
goutte, ce qui entraine La non germination des spores. Dans de

nombreux cas, la différence peut atteindre 50% par le simple
4

fait de passer d'une concentration de 106 spores/mlL & 10

spores/mk.

- INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA GERMINATION DES SPORES

Dans une précédente étude (BOUINAD, 1978), nous

avions montré qu'aprés 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 Lle méme (environ
90%). La précision de ce résultat etant insuffisante, nous
avons repris ce travail en étudiant, au cours du temps

{entre 6h et 21h d'incubation}, La dynamique de ia germination
des spores de L'A, pisi a des températures comprises entre 5°
et 30°C. Les notations ont été effectuées aprés 6, 9, 12,

18 et 21h d'incubation.

D'aprés Lles résultats obtenus dans la figure 84,
on constate une nette différence de germination des spores en
fonction des temps d'incubation et des températures étudiédes.
D'une maniére générale, le taux de gdermination des spores est
trés réduit aux basses (5°C) et aux fortes températures (30°C),
guelle que soit la période d'incubation. A ces températures
extrémes, il y a une inhibition importante du processus germi-
natif. Par contre, pour une large gamme de température (18 a
22°CY et pour une incubation supérieure a 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 germinatien

se situe entre 20 et 22°C.

- ACTION DE LA LUMIERE SUR LA GERMINATION DES SPORES

Comme pour la croissance mycélienne du champignon
déja examinée, le facteur Lumiére ne semble pas étre déterminant
dans le processus germinatif des spores. Les résultats obtenus(cf.

tabl. 13) ne présentent pas de grandes différences; il y aurait
seulement une Légere augmentation de la germination pour Lles

essais menés & L'obscurité.

3.3.5. DESCRIPTION DU PROCESSUS GERMINATIF

L'étude Ln vitro et Ln vivo de la germination
des pycnidiospores de L('A. pisl a permis de distinguer trois
principales étapes dans le processus de germination des spores,
la coloration nucléaire par lLa technique de GIEMSA a complété

cette étude.



- 108 -

Fig. 84: Influence de la température et du temps d'incubation
sur La germination Ln vitro des pycnidiospores

d'Ascochyta pist
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Fig.84 bis : Influence de la concentration en spores sur le taux
de germination et de croissance pour 4 isoclats

d'Ascochyca pisi Lib. (incubation 22°C)
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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 & germer. Au cours de cette phase

de gonflement, il y aurait division du noyau (cf. figure85 ).

- DEUXIEME PHASE

Aprés un temps plus ocu moins Long, Les zones
réfringentes apparaissent aux extrémités de la conidie, puis
deux tubes germinatifs sont rapidement émis. Durant cette
phase, on assiste a8 la migration de L'un des deux noyaux

vers le tube germinatif (Fig.85 ).

- TROISIEME PHASE

Cette étape est caractérisée par lLa croissance
des tubes germinatifs. Initialement, dans la majorité des cas,

L'un des deux tubes est toujours plus long gue L'autre (Fig.86),
contrairement & L'A. plLnodes dont La germination et la crois-
sance semblent s'effectuer par une seule extrémité (Fig.88 ),
Cette croissance se poursuit indéfiniment jusqu'a Ll'enchevé-
trement mycélien. Au fur et a mesure de son élongation, lLe
tube germinatif subit des septations et selon le cas, on peut

noter La présence d'un ou de deux noyaux par segment (Fig.87 }.

3.3.6. DISCUSSION

L'étude du comportement iLn vitro de L' A, plsil
a permis de comparer, dans un premier temps, la variation de
La crotssance mycélienne et celle de la sporulation en fonc-
tion de trois principaux facteurs: milieu de culture, tempé-

rature et présence ou absence de lumiére.




Fig. 85 :

Fig. 86 :

Fig. 87:

Fig. 88 :

{nitiation de la germination des conidies (Co) d'Ascochyite piss ; observation
obtenue par la technique de cellophane. On distingue 1'émission de tubes
germinatifs ( = ) et une division nucléaire ( — ). L'un des noyaux
migrera vers le tube germinatif.

Aprés 9 a 12h d'incubation, chague conidie bicettulaire a germé en donnant deux
tubes germinatifs de longusur inégale et & 'extrémité desquels () on note 18
présence d'un noyau {N). Dans le cas de conidies tricellulaires, chaqus cellule
émet un tube germinatif.

Stade ultérieur de la germination caractérisé par 1'allongement des tubes
germinatifs (—®), teur cloisonnement ( = ) et une répartition inégale du
nombre de noyaux par segment (—) ; en général 1 & 2.

Aspect de la germination des conidies d' Ascayte pinades . Comparativement &
V Ascachyte pisi , dans ce cas la germination est longtemps unipolaire, donnant
lieu & la croissance d'un ssul tube germinatif (—=) gt cloisonnement de
catui-ci (=),
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En ce qui concerne L'influence du milieu de

culture, Lle miliey Mathur, mis au point initialement pour le

Colletotrichum Lindemuthianum par Mathur et al., (1950), s'est
hettement montré le plus favorable. Ceci a été confirmé par
AMEZIANE (1979} pour L*Ascochyta raoblel et par MOHAMMEDI
(1984) pour d'autres espéces d'Ascochyta: A. fabae, A, viclae,

A. Lathyri et A, plnodes.

Toutefois, selon les auteurs, d'autres milieux

peuvent étre couramment utilisés: Lle milieu P.D-.A. est de

loin le plus cité (BAJAN, 1968; SHERIDAN, 1981; SUSURI, 1986).
Le milijeu Malt a4 2% a éteé surtout conseillé pour L'isolement
du genre Ascochyta a partir de semences (CHAMPION, 1969;
HEWETT, 1971, ANSELME et al., 1971, il a été utilisé aussj

par BREWER (1960) et LEACH (1962) pour la culture in vitro du
champignon - Le milieu CZAPECK, qui nous a donné une sporula-

tion trés médiocre, avait éte déja utilisé par SKADOW(1978).

Par rapport & un travail précédent (BOUZNAD,
1976), les milieux Mathur, Malt, P.D.A. et Czapeck, ne per-
mettent pas d'obtenir une sporulation aussi abondante que
celle obtenue avee Lle milieu préparé a 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 miliey

Mathur, par exemple.

En ce qui concerne les résultats obtenus syr
L'effet de La température, son action s'est révélée, dans cer-
taines Llimites, déterminante sur Le comportement Ln vicro de
L" A. plsi. Dbune fagon générale, la croissance mycélienne du
champignon se caractérise par une courbe classique semblable
4 celle décrite pour La plupart des espéces fongiques (JOLY

et al., 1964, Comparativement 4 d'autres travaux ayant porteé
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sur L'espéce A, pisi, on note une variation dans les exigen-
ces thermiques de ce champignon; dans certains cas Lles
écarts pouvant &tre importants. 81 avec une température
optimale située a 20 - 22°C, nos résultats rejoignent ceux
obtenus par SUSURI (1976), par contre, ils difféerent de ceux
de DOROZKIN et KREMNEVA (19767 indiguant 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 tempeérature optimale de croissance pour leurs isolats

etudieés.

Ces variations trés marquées des températures
optimales de croissance et de sporulation de L'A. plsi, sug-
gérent que ces exigences thermigues pourraient €tre Liées a
des biotypes définis par les conditions géographiques.
PARBERY (1981) a décrit, pour des espéces de Coclletotrichum
spp., des isolats de régions tempérées et des isolats de ré-
gions subtropicales dont les températures optimales de germi-

nation des spores différent.

D'aprés nos résultats et les données biblio-
graphigues, nous pouvons considérer que L'A. pilsi posséde
des biotypes variables d'une région géographigque a une autre.
Ceci montre L'intérét préalable de définir les exigences bio-
logiques de nos isolats d'A. plsi qui conditionnent nos tra-

vaux sur les relations hdte-parasite.

Comme dernier facteur abiotique abordé dans
cette étude, L'action de la lumiére sur le comportement de ce
champignon a été précisée. Contrairement & certaines espéces
trés exigeantes en lumiére pour leur sporulation ( COCHRANE,
1958; BLACKEMAN, 1968; BOMPEIX, 1974), tous les résultats
obtenus sur A. pisi (BOUZNAD, 1978; BOUIZINAD et MOHAMMEDI,

1987) indiquent qu'il peut croitre et sporuler indifféremment
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en présence ou en absence de lumiére. Pour nous en assurer
d'une obscurité totale, nous avions pris soins d'utiliser
comme témoin, L'EplLcoccum nigrum, connu pour ses exigences
en Lumiére (BOMPEIX, 1974). Dans les mémes conditions expéri-
mentales, ce champignon a montré une forte sporulation a la

Llumiére et une absence de celle-¢i a L'obscurité.

Dans le cas de L'A. pitsi, L'intensité de cette
sporulation, et & moindre degré la croissance mycélienne, peu-
vent &tre modifiées dans des proportions variables par ce facteur.
Selon la nature du milieu de culture, des différences de sporula-
tion existent d'un isolat &4 Ll'autre. Ce type de comportement
expliquerait tes résultats obtenus par LEACH (1962)

sur des isolats d'A., pisiL 1isolés & partir de ViclLa villosa,.

Le deuxiéme aspect abordé dans ce présent travail
a permis de caractériser Ln vitro, les divers facteurs contro-
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 Lla

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. pisl SUR LES LEGUMINEUSES
ET FACTEURS DE TRANSMISSION PAR LA GRAINE

La caractérisation morphologigque basée unique-
ment sur les organes de reproduction du champignon s'est avérée
insuffisante pour une didentification rigoureuse des espéces
d'Ascochyca spp. Pour <certaines de ces especes cette diffi-
culté est rendue plus grande du fait gu'il s'agit d'un groupe
de pathogénes s'attaguant & une gamme d'hdtes botaniquement
trés proches. L'étude de la spécialisation parasitaire, telle
que nous Ll'avons abordée dans le présent travail, a donc pour
but de préciser, d'une part, le degré de compatibilite gui
existe entre les espéces hOtes de Légumineuses et les espéces
d'Ascochyca ssp. précédemment inventoriées et, d'autre part,
la variation du pouvoir pathogéne de L'espéce A. plsl &

L*égard du Pois.

3.4.1. PATHOGENECITE DE L'Ascochyta pisi
A LL'"EGARD DES LEGUMINEUSES

L'aptitude de l'A, pisl & attaquer les Légumi-
neuses a été testée en serre par une série d'inoculations
artificielles npratigquées sur graines et sur plantules.

Les principaux résultats obtenus sont résumés dans Lle

tableau 15.

La réponse & ces différentes inoculations
permet de mettre en évidence la nette spécificite de L'A.
pLsiL pour son hdte , le Pois, PlLsum saciLvum. 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'Ascochyca
pLsi Lib.

Plsum satcivum XX XXX
Vicia saciva 0 Q
Lens culinaris 0 Q
Vicio fabao 0 J
Lachyrus ochrus V] J
Phaseolus vulgaris 0 0
Cicer ariecinum Q Atypique

LEGENDES: XXX: Trés fortes attaques

XX: Attaques
0: Pas d'attaques

3.4.2. COMPATIBILITE ET INCOMPATIBILITE DU POIS
(PLsum sacivum) A L'EGARD DES AUTRES
ESPECES D'Ascochycc spp.

Comme précédemment, des inoculations artifi-
cielles réalisées sur Le Pois a L'aide des principales espé-
ces d'Ascochyco spp, ont montré une incompatibilité totale
de cet hdte avec les espéces: A. rabiei, A. lencis et A,

viciaoe. Par contre, les plantules de Pois ont éte attaquées
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normalement par les espéces habituelles: A. pisi, A, plnodes
et A. pinodella.Enfin, nous avons obtenu un comportement
douteux (symptdmes atypiques) sur les plantules contaminées

par A. faboe, A, Lakthyri et A. phaseolorum.

Tableau 16 : RESULTATS DES INOCULATIONS ARTIFICIELLES
REALISEES SUR PLANTULES ET GRAINES DE POIS
(P. sativum) AVEC PLUSIEURS ESPECES D'Ascochyta

oatwoGEnEs  TOCULATIONSUR  TNOCULATEON suR
A. plstl XXX XX
A. pilnodes XX X
A. pilnodella X X
A. vicloe 0 0
A. Lentis 0 0
A. faobae X{atypique) 0
A. rablel 0 0
A. LothgfL X{atypique) 0
A. phosegLorum X XX(Cotylédon)

LEGENDES: XXX: trés fortes attaques
XX:attaques
X: faibles attaques
0: pas d'attaque

Au cours de ces inoculations artificielles(Tabl.16)
le Pois (PlLsum sativum) s'est montré hautement compatible
avec les pathogénes spécifiques habituels: A. pisi, A.
pinodes et A. pilnodelLla. Par contre, les autres espéces
d'Ascochyta sont, soit totalement incompatibles: A. viclae,

A. Lentils et A. robiel, soit incapables de produire autre chose que

des symptdmes atypiques.
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3.4.5. VARIABILITE DU POUVOIR PATHOGENE
DES ISOLATS D'Ascochyta plsi Lib.

Lors de preéecédents reéesultats obtenus dans
notre lLaboratoire (BOUZNAD, 1978; LOUNIS, 1982 et MOHAMMEDI,
1984Y, une variation du pouvoir pathogéne des isolats entre-

tenus et conservés dans notre collection a é€té notee.

De plus, les travaux de WALLEN (1958), d'HUBBEL-
LING (1982, 1984) et de COUSIN (1982, 1984) ont établi L'exis-
tence de races physiologiques chez ce champignon. A l‘'aide
de L{a méme gamme d'hdtes différentiels gque celle utilisé par ces
auteurs, nous avons entrepris L'identification des patho-
types existant en Algérie. A titre comparatif, quelqgues
isolats provenant de diverses régions de France ont été

retenus dans notre essai.

Les notations individuelles effectuées sur
chagque plantule (selon lLes modalités indiquées au paragra-
phe 2.6.5.), ont permis de caractériser,par une valeur moyenne,
La reaction globale de chacun des 10cultivars hotes a
['égard des 11 isolats testés. L'ensemble des résultats
présenté dans lLe tableau met en evidence une grande
variation des indices d'attagque suivant les couples

héte/pathogéne considérés. C'est:ainsi que par exemple

les cultivars: "Finale", "Rondo'et "Gullivert ont mani-
festé une forte résistance avec les isolats: A. pisl (Tezier),
A. plslL (MOUY et A, plsiL (GIR). Par contre.les mémes cul-

tivars ont été fortement attaqueés par A. plsi (L/G).

L'analyse détaillée des indices d'attaques
obtenus (tabl.17 ), permet de constater trés nettement

gue le classement des cultivars differe d'un isolat &
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L'autre. DB'autre part, si & L'aide de certains cultivars,
il est possible de toujours classer les isolats dans le
méme ordre (Fig.89 ), cela n'est pas le cas pour d'autres.
Ce dernier comportement peut &tre illustré par le cultivar
" Gullivert' en comparaison avec le cultivar "Darkskin
Perfect'", ol les isolats ont un arrangement totalement
différent.

Les deux types d'arrangement établis selon
gue L'on considére L'hdote (Fig.89%9 Y ou le pathogéne (Fig.90),
mettent en évidence la présence de différents génes de

résistance au niveau des cultivars et la présence de dif-

férents géne de virulence au niveau des isolats.

Ces différences de comportement trés impor-
tantes ne peuvent s'expliquer, d'aprés VAN DER PLANK (1968) 4

gue par Ll'existence de races physiologiques.

Four Ll'identification des pathotypes
d'A. pisi, les auteurs ont employé deux principales appel-
Lations (tahl, 18 Y, soit une désignation par des chiffres
romains: race I, race II, race III et race IV (WALLEN, 19358),
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
(Tablz 19 Y. Il a été considéré comme sensible (exprimé
par S) toute les fois que L'interaction hodte/pathogéne a
un coefficient supérieur & deux ( % 2), et comme résistant
(exprimé par R), lorsque le coefficient est inférieur & deux
( ¢ 2Y. <Ce type de notation permet de recenser la présence
de trois groupes de pathotypes bien distincts, parmi Lles

11 isolats étudiés.
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Fig. 89: Classement des isolats d'Ascochyca pilsi selon

Leur niveau d'agressivité a L'égard des culti-

vars de Pois.

Degré d'attaque

0908,A12N°4
DPq2
MOU
BS EAD3
L/G s
MoU R1oN°4
BS
L/G EA23
Collo GIR
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FA 23 EKZ
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ALoN°4,GIR /G
EKZ
DP12
Tezier L/G
Tezier
EK, GIR
MOU DP12
GIR FA5 P
GIR
o AT
ES EK2 ,EAD ]
BS AIoN"4 Collo,BS
10908 MOU
Tezier 10908
Collo ezler
D.S.P. M.KELV. GUILLI. RONDO FINALE Plantes

hotes
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- Ont un comportement identique, les isolats A. pisil
(collo), A. pisi (EA 23), A. plsi (AL, N°4ret A. plsti
(10908). D'aprés le tableau 19 , ces isolats s'identi-

fient 48 la race C ou race III.

= 0Ont un comportement intermédiaire entre La race C et
ta race D, les isolats A. pisl (GIR), A. pisiL (BS),
A. pisl (MOU)Y, A. pisi (Tezier) et A. pisi (EKZ)' Ils
différent de lLa race C, car ils sont dépourvus du géne de
virulence sur le cultivar "Gullivert'" et différent de Lla
race D, par leur aggressivité élevée sur "Merveille de

Kelvedon'".

-Efin A. pisi (L/G) doit €tre génétigquement différent
des isolats précédemment décrits; tous les cultivars sans
exception, sont attaqués. Il s'agit La d'une race consi-
dérée pour nous comme totalement nouvelle, de par sa
virulence élevée a L'égard des cultivars les plus résistants.
COUSIN et ALLARD qui ont suivi de prés nos travaux ont éteé
surpris par lLe comportement particuliérement pathogénede ce

dernier isolat.

3.4 .4 . FACTEURS INFLUENGANT LA TRANSMISSION
DE L'Ascochyta pisi Lib PAR LA GRAINE

En culture de plein champ, L'extension de
L'anthracnose du Pois causée par A. plsi est le plus fré-
quemment assurée par L'utilisation de semences contaminees.
Contrairement aux maladies systémigues, la transmission du
pathogéne par la graine a lLieu durant La germination par
contamination externe de L'épicotyle et & partir des feuilles
cotylédonnaires. Ainsi, le moment du passage du

champignon, de La graine enterrée aux parties aeriennes
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de la plante, constitue une étape déterminante pour la
manifestation ultérieure de lLa maladie. La progression
verticale de l'attague est ensuite favorisée par Les con-

ditions climatigques de L'année,

Les résultats que nous présentons ci-dessous
montrent comment la température, Ll'numidité, La plante hote
et La virulence du pathogéne Lui-méme, influencent le pas-

sage de L'Ascochyta pisi, de la graine a lLa plantule.

3.4.5.%. EFFET DE LA TEMPERATURE ET DE L'IMBIBI-
TION SUR LA TRANSMISSION DE L'Ascochyta
piLsiL PAR LA GRAINE

Afin de mieux comprendre la d¥namigue de
transmission de ce pathogéne, nous avons etudie, 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 Lla figure 91, permet de constater que la levée est
fortement influencée par La température d'incubation.ainsi
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
mémes 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‘deuxiéme temps, nous avons étudié la
transmission proprement dite, en réalisant La méme 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. plsil
en étroite liaison avec les conditions d'incubation des graines
comme cela est indiqué dans La figure @1 . Pour une tempér
rature d'incubation donnée, on constate gqu'il y a toujours
une forte réduction du nombre de plants attaquées lorsque
les graines ont subt au préalable une imbibition. La
plus grande différence a été obtenue lorsque les graines
contaminées ont €té incubées d'abord a 12°C puis transpo-
sées & 22°C aprés la levée. Dans ces conditions précises
les graines non imbibées ont donné 73% de plants avec lLa
maladie, alors que pour les graines imbibées, Le pourcenta-
ge de plants attaqués n'était que de 23%. L'imbibition
réduit donc treés sensiblement la transmission du champi-
gnon, et dans certains cas cette réduction peut dépasser

les 50% par rapport aux graines non imbibees.

Sur le plan manifestation de lLa maladie, une
notation complémentaire effectuée sur lLes cotylédons aprés
Leur déterrement, a montré que ce sont les lots ayant eu le
moins d'attaque syr les pariies aériennes des plantules, qui
avaient manifesté Le moins de nécroses et de mycélium sur
Les cotylédons. be pluss,comparativement aux témoins dont
les téguments sont restés sains et de couleur plus ou moins
verte, lLes 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 rdle important joué par
La température. La transmission de L'A. pisi par lLes graines
est d'autant plus importante gue 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 Lla transmission
par la graine de t('Ascochyta pisi Lib. : varijation

de la levée en fonction des températures d'incubation

107 . 157. 207 .
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a 30°C, alors que pour les lots incubés & des températures
nettement inférieures, la transmission peut atteindre les
100% (cas des grajines incubées a 5°C 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'Ascochyca pisi 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 & deux guestions importantes:

- La transmission de La maladie par la graine est-elle

modifiée par la nature de L'hdte (résistance variétaled?

- Tous les isolats ou races ont-ils les mémes degrés de

transmission par la graine ?

A cet effet, une inoculation des graines de
variétés de Pois ayant montré des niveaux de résistance trés
difféerents a été réalisée par un certain nombre d'isolats ou
de race d' A. pisi.

lLes résyltats présentés dans le tableau 21
permettent de constater que La transmission du pathogéne est
grandement influencée par le niveau de résistance de La plante-
héte. Comparativement aux cultivars trés sensibles("Frisson"
et "Amino")Y, le cultivar "Finale" (Considéré comme hautement
résistant) a manifesté un faible pourcentage de passage du

champignon au niveau des parties aériennes.
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Tabl. 21: , Transmission de différents = isolats

d'Ascochyta pisi sur trois cultivars de Pois

(Frisson, Amino et Finalel.

Cultivars . ‘Y ]
Frisson Amino Finale

T 2levées %infectées %levées sinfectées $levées %infectées

A. pist (Collo) 100 15 95 10 85 5
A. plsi (EA23) 90 10 100 15 90 0
A. plsi (EK2) 95 15 100 25 75 0
A, pisi (DP12) 100 10 100 15 85 0
A. pitsi (MOU) 85 5 85 10 90 5
A, plst (BS) 90 25 100 20 90 5
A, pisi (Tezier) 95 g 100 5 85 0
A. plstil (A12N°4) 100 10 100 20 85 5
A. pisi (L/G) 90 25 100 30 90 10
A. pisiL (GIR) 100 10 95 5 90 5

A. plsi (10908) 25 33 100 40 85 0
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De méme, il semble y avoir une certaine cor-
rélation entre Lla virulence des isolats tels que A. pLsi
(L/G) et A. pisi (B.S.) et L'importance de lLa transmission.
Mais, Lle plus fort pourcentage d'attagque a été obtenu sur
le cultivar ™Amino" inoculé par A. pisi (10908), cultivar

a partir duguel L'isolat avait été initialement isoleé.

Par contre, L'isolat A. pisi (Tezier), le
moins pathogéne de toutes lLes souches étudiées, a présenté

le plus faible degré de transmission.

3.4.5. DISCUSSION

En étudiant le pouvoir pathogéne et lLa spé-
cialisation parasitaire des espéces d'Ascochyta, nous avons
montré, au niveau des Légumineuses, la présence de deux
groupes d'espéces pathogénes. D'une part; des espéces trés
poltyphages comme A. pinodes et A. pinodella (= Phoma medica-
glnis var. pinodella). D'autre part, des espéces d'Ascochyta
se caractérisant par un degré de spécificité trés élevé vis-
a-vis de leurs hétes (A. pisi, A. faboe, A. rabtet et A,
vicloel). Les deux premierzs espéces inféodées habituellement

aux cultures de Pois ont été isolées & partir de la plupart

des autres Légumineuses: Victa faba , Vicliao sativa, Clcer
ortecinum, Lothyrus sp.et Phaseolus vulgaris. Elles sont signha-
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 a ce qui est généralement rapporté par cer-

tains auteurs (SPRAGUE, 1929; LEACH, 1962), dans le deuxiéme

groupe, les deux espéces A. pilsi et A. vicloe trés souvent

corfondues, se sont montrées, dans notre étude, hautement
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spécifique de leur hdtes respectifs: PlLsum et Vicla soclva.
be plus, la caractérisation morphologique et culturale que
nous avons déja présentée, permet de considérer ces deux

espéces fongiques comme étant bien distinctes.

Ces résultats rejoignent les descriptions
faites par ONDREJ (1968) gui a identifié plusieurs espéces
d'Ascochyto (A. vicioce A. ViciLece-villosa, A. punctota,

A. onobrychidis et A. nicripycnldicola), isolées & partir

de différentes Vesces.

En ce gqui concerne cette méme catégorie
d'espéces hautement spécifiques, nous confirmons les résul-
tats obtenus par certains auteurs, notamment pour A.lencls
{GOSSEN et al., 1986 ; KAISER et HANNAN, 1986), A. robiel
(KAISER, 1973; AMEZIANE, 1979) et A. fabae (BEAUMONT, 1950;
PUNITHALINGAM et HOLLIDAY, 1975), qui ne passent gue sur
Leurs hdtes respectifs.

En ce qui concerne Lle cas particulier de
L'A, plst, L'étude approfondie du pouvoir pathogéne de
cette espéce a L'égard des principales Légumineuses (ino-
culation artificielle des graines et des plantules) confirme
la spécificité de cette espéce. En dehors du Peis, A. piLsil
n'a montré aucun pouvoir pathogéne a L'égard des espéces de
Légumineuses considérées comme plantes hdétes par SPRAGUE
(1929, PUNITHALINGAM et HOLLIDAY (1972) et SUTTON (1980) telles
gue Vicia foba et V. Saciva, Phaseolus vulgoris, Lochyrus
ochrus et L. ctingiconus. IL faut noter encore que lLe comporte-

ment polyphage de cette méme espéce,rapporté par BUCHANAN (1987},
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sur lLes diverses Légumineuses n'a pas €été confirmé. De méme
Les inoculations artificielles avec A. vicliae A. Lencis, A.
foboe et A. rabiLel n'ont pas entrainé d'attaque sur Pisum

sacivum.

En conclusion de cette étude, nous constatons
la difficulté d'établir une systématique des Ascochyta spp.
au niveau des Légumineuses. Si pour certaines espéces,

L'hdte peut constituer & lui seul un critére fondamental

pour L'identification de lL'espéce pathogéne, pour d'autres
espéces, il est nécessaire de prendre en considération aussi
bien les caractéres morphologiques et culturaux du champignon,

que la spécificiteé parasitaire.

Les recherches entreprises pour caractériser
la variabilité génétique du pouvoir pathogéne de L'A.plsti,
ont permis d'une part, d'identifier en Algérie la présence de
différentes races ou pathotypes et, d'autre part, de les compa-
rer a4 ceux existant en France. A L'aide de la gamme d'hdte dif-
férentielle standardisée et préconisée par COUSIN et HUBBELING
(1972, 1984) pour la détection des races physiologiques de ce
pathogéne, il a été possible de regrouper les isolats testés en
trois races principales. A la race € ou race III, nous ratta-
chons les dsolats A, plsti (EA23 , Collo , AL2 No4 , (10908
et 9P12). Plusieurs auteurs (LEWIS et MATTHEWS, 1986;
DARBY et al. ', 1988) considérent 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.plsi (GIR . 'BS , - MOU , EK,

A.plsi (L/G) s'est révéle particuliérement virulent méme sur

et, . TEZIERY. Enfin, l'isolat,

les cultivars "Rondo" et "Fimale", habituellement reconnus
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comme résistants. Ce dernier pathotype qui parait assez
nouveau a notre avis, a une virulence qui différe de toutes
les races identifiées jusgu'ad présent en France par COUSIN
(1972, 1984) et ALLARD (Communication personnelle). (et
isolat pourrait correspondre & La race 5 ou 6 décrite en
Pologne par WECRZYCKA (1984). Quant aux deux premiéres
races prédominantes, de nombreuses similitudes ont été
établies entre celles isolées en Algérie et en France;
certaines ne différent 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-
thése de la présence au sein de ces races de biotypes dif-
férents (ALI et al., 1976; WEGREZYCKA, 1984). D'autres
exemples jllustrant ce type de variation du pouvoir patho-
géne des Ascochyta en général, nous sont donnés par Lles
travauxdeVIR et GREWAL (1974) ainsi que par ceux de REDDY
et SINGH (1983) concernant A. roblei, agent responsable de

L'anthracnose du Pois Chiche.

Enfin, en mettant en évidence lLa grande varia-
bilité du pouvoir pathogéne de L'A. pisi (races physiologi-—
ques, biotypes) et Les lLimites qui caractérisent la résistance
génétigue des Pois actuellement cultivables, nous montrons
la difficulté accrue pour établir un programme d'amé-
lLioration génétique a lL'égard de tous les génes de virulence
de L'A. pisi. Dans notre cas précis, parmi tout le matériel
végetal testé, aucun cultivar n'a montré une résistance
totale a8 L'égard des pathotypes étudiés. Heureusement
que le comportement particulier des cultivars "?DQQP”
et"Finale' ayant des génes de résistance d'un niveau assez

élevé a L'égard des races lLes plus répandues, constitue une
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soaurce potentielle & valoriser pour L'amélioration génétique
du Pois a L'anthracnose causée par L'espéce A. pisl. Il n'en
demeure pas moins que l'apparition de nouvelles races plus
virulentes (type L/G)Y, par L'un des mécanismes décrits par
KIRALY (1974) et WEBSTER (1974), peut constituer un danger
menag¢ant, si les conditions de culture venajient a favoriser
Leur extension. En attendant chez le Pois, lL'exemple donné
par la mise en évidence du pathotype (A. pisl L/G) illustre
bien la complexité et les possibilités d'expression phéno-
typique des cultivars a L'égard des génes de virulence de

L'espece A. piLslL comme décrit par DARBY et al. (1986).

Quant aux résultats obtenus sur Les conditions de
transmission du patheogéne par lLa graine, ceux-ci ont indiqué
comment l'action indirecte et déterminante de lLa température,
influence Lle passage du champignon de lLa graine a L'épicotyle
et, ultérieurement, son installation au niveau des organes

aériens de la plantule.

D'une maniére générale, les températures élevées
favorables a8 une levée plus rapide, semblent réduire lLa 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 Lléevent.

Les conditions sont alors réunies pour permettre une transmis-
sion maximale. De méme, L'action d'un autre facteur a été miseen
évidence: L'imbibition des graines . peut augmenter ou
diminuer le degré de transmissibilité du champignon. En

effet, des graiﬁ% préalablement imbibées, ont leur vitesse
globale de germination plus grande, entrainant une levée

plus rapide; Les plantules échappent ainsi a la contamination.
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Dans lLes deux cas, la relation étroite.existant entre
la vitesse de germination et La transmission du champignon,
peut s'expliquer par le fait que lorsque Lla levée est rapi-
de, le pathogéne n'a pas le temps de s'installer au niveau

des organes de La plantule.

Ces résultats obtenus expérimentalement en
Laboratcire, confirment nos observations faites a8 la suite
d'essais réalisés dans difféerentes conditions climatiques
en Algérie (BOUINAD, 1976). En étudiant L'incidente
d'un Lot de semences de Pois contaminé par A. pisi, dans
différentes zones de cultures, nous avions constaté que
les dégadts étaient beaucoup plus importants dans lLes zones
ou les basses températures avaient retardée la levée de trois
semaines.. En revanche, dans les zones ou un climat plus

doux avait permis une levée plus rapide, lfattague était

moindre.

Ces résultats sont comparables aux observa-
tions rapportées par LIMASSET et DARPOUX (1931), & propos
de L'action des basses températures sur La transmission
des pathogénes. Dans la méme optigque, ANSELME (1967) con-
sidére que tout ce qui peut favoriser un ralentissement
de La croissance d'une plantule, augmente les chances de

contamination.

Dans 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 méme fagon 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-
géne de L'A. pisi, a été consacreée aux déterminants génétiques
de L'hdte et du pathogéne sur La transmission de L'anthracno-
se du Pois par lLa semence. Universellement, il est bien con-
nu que te développement d'une maladie quelconque n'est pas
uniguement Lié aux seules conditions climatigues: tempéra-
tures et humidité parmi les plus importants. D'autres fac-
teurs Liés au pathogéne Lui-méme et & L'hdote, conditionnent

|'établissement de la maladie.

Pans le cas de La transmission de L'A. pisi
par La graine, nous avons montré gu'elle était également
déterminée par Le degré de compatibilité de L'hdte avec Lle
pathogéne. Ainsi, en comparant des cultivars sensibles avec
des cultivars résistants , les plus forts taux de transmis-
sion sont obtenus avec les cultivarssensibles. De méme,
les plus forts pourcentages de transmission sont généralement
observés avec tes races plus virulentes. Cependant, Lles
écarts Lliés a la nature génétique sont plus réduits compara-

tivement a lL'action de La température.
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3.5. ETUDE EN M.E.B. DES RELATIONS HOTE-PARASITE:
GERMINATION ET PENETRATION DE Ll'Ascochyta plsti
CHEZ UN HOTE SENSIBLE ET UN HOTE RESISTANT

Les résultats precédents ont montré gue certains
cultivars de Pois présentaient a L'égard de certaines races
d'A. plsi, un niveau de résistance assez élevé. L'existence
de ce type de matériel végétal nous a incité a approfondir nos
connaissances sur les modalités de la résistance du Pois & ce
pathogéne. A cet effet, tous les stades de lLa germination et
de La pénétration du champignon ont été analysés en M.E.B. sur
deux types d'organes: les folioles et les épicotyles. Au préa-

Lable Le matériel végétal sain a fait L'objet d'une étude deé-

taillée.

3.5.1. PRESENTATION DE L'HOTE SAIN: ASPECT DE LA
SURFACE CUTICULAIRE bU POIS (Pisum sativum)

Les observations présentées dans les figures
montrent que La surface épidermique des cultivars de
Pois étudiés est entiérement recouverte de cires cuticulaires.
Alors que le nombre de stomates foliaires est peu variable
d'un cultivar & 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
révéte qu'il y a davantage de cires cuticulaires sur les
folioles (Figs 94 et 95) que sur Les entre-noeuds ou épi-
cotyles (cF ﬁg-qs * ). De méme, L'aspect cristallin des cires

varie d'un organe & L'autre. Les arétes sont différentes



Fig. 92

Fig. 93:

Fig. 94 -

Fig. 95 :

Fig. 96

Fig. 97

Aspect général en MEB. de la face supérieurs dune foliole de Pois
d'un cultivar reésistant. A cette échelle, seuls les stomates ( = )
et les limites cellulaires sont identifiables.

Mémes observations au niveau de I'hite sensible. On ne distingus
pas de grandes différences avec la figure précédente.

Détail de la surface supérisure des folioles de 1'hbte résistant. La technique du
crys-scanning met en évidence 1'abondance des cires épicuticulaires (Ci). Les
arétes des cristaux de cires sont souvent perpendiculaires les unes aux autres.

Détail de 1a surface supérisure des folioles de I'hbte sensible. La densité des cires
est 16gérement moins importante.

Aspect des cires de la face inférieurs des folioles de Vhbte résistant.

Morphologiquement, les cristaux de cires sont différents de ceux observés sur la
face supérieure.

Aspect des cires de la face inférieure de 1'nfte sensible. La densité des cristaux est
moins importante que celle observée précédemment chez 1'h8te résistant.

Dans les deux cas, ies stomates indiqués par la fidche blanche sont moins riches
en cires que 1e 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 a angle droit sur

les folioles (Figs 94 et 95 ). Au niveau des épicotyles et de
la face inférieure des folioles, les cires cuticulaires sont

d'aspect épineux et de taille beaucoup plus réduite (Figs 96et97}.

- L'39e de L'organe veégeétal

Une étude plus détajllée des folioles a été
réalisée par LAMARQUE et ALLARD (Communication personnelle,
1985), en fonction de leur stade éevolutif. Ces chercheurs ont
constaté une certaine hétéerogénéi1té des dépdts de cires cuti-
culaires; pour un méme organe, Les régions les plus évoluées

présentent des amas de cires cuticulaires beaucoup plus denses.

- La varieteé

Contrairement a ce qui a €te¢ observé au niveau
des types d'organes (folioles ou entre-noeuds) et selon le
stade végétatif, lLa densité des cires cuticulaires varie rela-
tivement peu d'un cultivar 3 L'autre. <(Cependant, méme si Lla
différence reste faible, il n'en demeure pas moins que par
rapport aux cultivars sensibles "Frisson et Merveille de
Kelvedon", (Figs %4et%6). 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 inférijeure et la fTace supérieure des folioles y est

plus accentuée.
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3.5.2. MODALITES DE GERMINATION DE L'Ascochyta plstl
SUR UN HOTE SENSIBLE ET UN HOTE RESISTANT

Lorsgue nous avons étudié La germination des
spores d'A., pisi. Ln viwro (goutte pendante, lame gélosée ou
support en cellophane), nous avions décrit une germination
se faisant essentiellement par lLe développement de deux tubes
germinatifs. Par contre, dans les observations réalisées
Ln vivo et présentées par les figures 98 & 103, la germina-
tion des spores a la surface de L'hdte donne lieu a La forma-
tion de 1 & 4 tubes germinatifs. D'un point de vue physiologi-
que, cette germination des spores parait donc &tre modifiee
par La nature du substrat. Sur un méme 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 {(tabl.22).

Par contre, les différences de longueur sont
importantes selon Ll'organe considére: foliole ou épicotyle.
iLa croissance des tubes germinatifs précédant Lla pénétration
est trés réduite sur épicotyles ( < 2 pm Fig. 102), alors

que sur folioles, leur longueur peut uvpasser 25 pm (Fig.103}.

Ce comportement variable de L'A. pisiL a La
surface de L'hdte est plutdt Lié & L'importance de la présen-
ce des dépdts de cires cuticulaires, qu'a la résistance phéno-

typique de L'hdte.



Fig. 98 : Observations en M.E.B, aprés ia technique du point critique, d'une eonidie (Co)
germant avec un seul tube germinetif (G). Ce dernier relativement court, pénétre
aprés formation d'un appressorium (App).

Fig. 99 Aspect d'une conidie (Co) germant avec deux tubes germinatifs (G), de longueur
inégale. La pénétration ( 2> ) de I'un d'eux se fait aprés 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) st pénétration aprés formation d'un appressorium (App). Noter ia bonne
conservation du matériel fongique ( = et — ).

Fig 102 : Germination d'une contdie { 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 sux péndtre ( ) sans formation d'appressorium.
Comparativement aux observations aprés le point critique, e cryoscan conserve
bien ls surface foliaire, mais le matériel fongique est trés souvent affaissé.

s A
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3.5.3. MODALITES DE PENETRATION DE L'Ascochyta pistl
CHEZ LES COUPLES COMPATIBLE (SENSIBLE) ET
INCOMPATIBLE (RESISTANT)

Aprés avoir étudié quelques aspects du processus
germinatif des spores & la surface de L'h&6te, nous avons examiné
ensuite L'initiation de L'infection. Nous nous sommes alors
intéressés plus particuliérement aux voies et aux modalités de
pénetration du champignon, en relation avec le type de matériel

biologique.

3.5.3.17. STRUCTURE FONGIQUE DE PENETRATION

Comme cela a éte 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
a4 travers les ouvertures naturelles et les blessures, soit
activement a travers la surface intacte de L'hdte. Dans Lle
deuxiéme 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 a la fois.

lLes résultats présentés dans ce chapitre tentent

d'élucider Lles modalités de pénétration du Pois par A. pisti.

Les figures 104 a 109 montrent que la pénétra-
tion de L'hdte est trés souvent précédée par La formation d'un
renflement de La zone terminale du tube germinatif. (et orga-
ne, en forme d'ampoule, appelé communément appressorium, permet
au champignon de se fixer avant de pénétrer. A partir de ce
stade, les événements conduisant a La pénétration du parasite

dans les cellules de L'hdte ne sont plus observables.



Figs 104 et 105 : Détall de tubes germinatifs (6). Au point de pénétration (=), 1'hyphe
germinatif se termine par un renflement : 1'appressorium (App). i1
conditionne trés souvent a pénétration.

Fig. 106 :Détail de 1a partie terminale d'un appressorium (App). Son extrémité forme une
pointe ou "peq” (=) qui permet trés probablement au champignon de perforer
la cuticule et de pénétrer. La cloison { — ) indique que 1'appressorium (App) est
un organe qui se différencie & partir de 1'hyphe germinatif.

Fig. 107 : Détail d'un autre appressorium (App), avec sa pointe de pénélration
aplatie contre les cires cuticulaires.

Fig. 108 : Détail d'un tube germinatif (G) pénétrant & travers les cires sans formation
d'appressorium. Au point de pénétration indiqué par la fléche blanche,
I'hyphe n'est pas renflé,

Fig. 109 : Aspect de 1a germinalion de plusieurs conidies (Co) & la surface des épicatyles.
Les pénétrations { » ) interviennent par des tubes germinatifs relativement

courts et entrainant la formation d'énormes renflements vésiculaires
sous-épidermiques ( ¥ ).
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Cependant, les figures 106 et 107 suggérent L'éventualité d'une
pénétration par L'intermédiaire d'un organe assez pointu, capab-
le de perforer lLa cuticule. Les auteurs anglosaxons désignent
par "peg", cette partie terminale pointue, qui permet a cer-
tains champignons de pénétrer dans L'hdte. Notons toutefois

que dans quelques cas il y a pénétration sans formation

d'appressorium (Fig. 108).

Pans de nombreux cas, nous avons également
observé La formation d'un renflement socus-cuticulaire en
forme de fuseau ou d'ampoule (Fig. 109). Celui=~ci est net-
tement visible avec les épidermes des épicotyles moins pour-
vus de cires cuticulaires. Il est identique pour Lles deux

couples compatible et incompatible.

Nous pensons qu'il s'agit, soit de lLa 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 a L' A. plsi , lLa pénétration
du pathogéne se fait exceptionnellement par les stomates
(Fig. 110) ou plus fréquemment dans le cas de pénétration
tardives. Sinon, il arrive méme 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) & travers un stomate (St). Noter
V'absence d'appressorium.,

Fig. 111 : Hyphe germinatif (G) passant au dessus d'un stomaste (St) sans y pénétrer. La
formation de 1'appressorium (App) se fait plus loin.

Fig. 112 : Exemple de pénétration préferentielle au niveau des limites cellulaires
( = ). Le tube germinatif (8) s'est dirigé manifsstement 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 1'hite. Les 2ones synclinales ( sk ) sont plus riches en cires que
les zones anticlinales ( =) entre deux callules et encore moins entre plusieurs
cellules ( ¢ ).

Figs 114 et 115 : Aspect général des tissus de I'hBte durant les premiers stades de la
formation de ta nécrose. Deux zones bien différentes peuvent étre
distinguées : une zone de cellules normales {0) et une zone o Tes csllules se sont
affaissées ( 3k ) sous I'action des hyphes mycéliens.
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En revanche, L'entrée des tubes germinatifs
s'effectue le plus souvent directement & travers la cuticule.
IL arrive que La pénétration se fasse préférentiellement aux
points de jonctions des cellules épidermiques contigles
(Fig. 112)Y. C(es zones sont souvent moins riches en dépdts

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. Plus les tubes
germinatifs ont un développement superficiel important, plus
le début de lLla pénétration est retardé. Ces délais sont dé-
terminés par le type d'organe considéré, folioles ou épicotyles
et, notamment, par L'importance des cires cuticulaires.
Les temps les plus courts ont été observés au niveau des orga-

nes lLes moins riches en cires.

D'une maniére générale, la pénétration chez
les couples compatibles intervient & partir de 12h d'incuba-
tion. Entre 16 et 21 h elle est relativement abondante et
au~-deld de la 3oéme heure, le feutrage mycélien est tel
qu'il devient difficile d'établir une notation. Pour Lles
hdtes résistants, une Légére augmentation de la croissance
des tubes germinatifs a été constatée; elle se traduit par
une Légeére reduction du nombre d'appressoria formés (cf.

tableau 22).

Lorsque L'infection est effective, aprés
48 h d'incubation, L'initistién de la formation de Lla nécro-
se débute par un affaissement des cellules épidermiques, et
entraine une modification de L'aspect superficiel de L['hdte.

(Fig. 114 et 1153,
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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-
gues MARTIN et al. (1982), et plus récemment KQLATTUKUDY (1985),
ont mis en évidence la participation de cutinases sécrétées par
Fusarium soloni f.sp plsl et par Collevotrichum gloceosporioides
lors de la pénétration dans Lleurs hdtes respectifs, Plsum saci-

vum et Carlca papaya.

Une étude comparable a été menée en M.E.B. en
inoculant des épicotyles et des folioles de Pois & L'aide d'une
suspension de spores (106 spores/ml) d'A. plLsl et de Fusarium
sglenl f.sp. pisi contenant ou non un inhibiteur des cutinases:

le Di-isopropylflucrophosphate 4 la concentration de 0,13 mM.

La majorité de ces inoculations artificielles
a abouti & la formation d'une nécrose avec A. pisi, mais aucun

symptdme d'attaque n'a été noté pour Fusarium solani f.sp.pisi.

Des observations de contrdle effectuées in
vicro (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 Fusarium solani f.sp.pisti,
sans pénétration (Fig. 116). Par contre, la germination des
spores d'A. pisi en présence de Ll'inhibiteur est suivie par
une pénétration du champignon (Fig. 117 a 119) dans Lles mémes
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 & une pénétration directe exclusive
de L'A. pitsi. Un meilleur moyen serait L'utilisation d'anticorps

spécifiques de la cutinase de ce champignon.



Fig. 116 : Comportement d'une conidie de Fusarram soieni f.sp. pisi, en présence de
I"inhibiteur de cutinase : le Di-isopropylfiuorophosphate (DPF). La conidis
{Co) germe normalement, cependant la croissance de 1'hyphe germinatif est
illimitée ta(flache blanche ), sans pénétration.

Figs 117 & 119 : Comportement des conidies (Co} d'Ascarviyts pisi en présence du méme
inhibiteur, & la surface d'épicolyles sensibles. Les conidies germent
normalement par plusisurs tubes germinatifs {G) et 1a pénétration
intervient avec ou sans formation d'appressortum (App).

Fig. 120 : Germination des conidies {Co) d'A p/s/ en présence du DPF & la surface des
folioles. Comme les cas précedents, les conidies germent normalement par
plusieurs tubes germinatifs { 6) puis pénétrent en formant des vésicules
sous- épidermiques (¥ ).

Fig. 121 : Aspect de la germination et de la pénétration au niveau de I'ndte témoin inoculé
par A pisr sans DPF.

Figs 122 et 123 : Germination 6t pénétration de 1 Acacyia pisi sur folioles débarassée s
mécantquement 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 ta germination et de la pénétration de V' Ascorinis pis7 sur
épicotyles deébarassés des cires épicuticulaires. La pénétration ( = ) a Heu le
plus souvent par un tube germinatif trés court suivi par la formation d'une
vesicule sous-épidermique ¥ ). La pénétration a lieu indifféremment aussi
au niveau des 2ones 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 précedents résultats ont mis en evidence
une assez grande variabilité quantitative et qualitative des
cires cuticulaires & la surface des différents organes végé-
tatifs du Pois. Cette hétérogénéite, accentuée par Le stade
de développement des plantules, se traduit par une influence
marquée sur Lle comportement du pathogéne & la surface de
L'héte. Ceci nous a amené a approfondir nos connaissances
sur Le rdle de la cuticule, comme barriére physique a la

pénétration du champignon dans les cellules de L'héte.

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 lLa germination et
de la pénétration de L'A. pisiL aprés avoir supprimé mécanique-
ment les cires épicuticulaires. Aprés un tel traitement, la
surface épicuticulaire des folioles et des épicotyles (Figs

122 & 126) devient Lisse.

Par rapport aux résultats précédemment présen-
tés (hdtes non débarassés des cires), le comportement du champi-
gnon semble 8tre 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. 0On constate aussi qu'elle ne se fait plus systéma-

tiquement au niveau des parois mitoyennes des cellules(Fig.122).

3.5.5. DISCUSSION

En abordant pour la premiére fois le comporte-
ment de L'A. pisiL en M.E.B., Plusieurs aspects du processus

initial d'infection du Pois par ce champignon ont é&té précisés.
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Les cires cuticulaires étant considéres comme
le premier obstacle rencontré par les pathogénes 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 lLes différents types d'organes: épicotyles, faces
inférieure et supérieure des folioles, nous ont permis de
constater La grande variabilité et L'hétérogeénéité des dépdts
de cires & lLa surface de ces organes. Cette variation des
formations cuticulaires a eté lLargement décrite par ailleurs
chez d'autres espéces de plantes (POLITIS et WHEELER, 1973;
JEFFRE et al., 1976; ROYLE, 1976; MARSCHAL et RUSH, 1980).

D'une maniére générale, L'aspect cristallin des
cires des folioles de Pois est comparable & celui décrit egale-
ment par HALLAM et JUNIPER (1971) sur ce méme type de matériel
végétal. Par contre, sur les épicotyles, non étudiés par ces
auteurs, lLa densité des cristaux est beaucoup plus réduite par

rapport a4 celles des folioles.

D'un point de vue technique, il est important de
signaler que Ll'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, entrainent une dissolu-
tion des cires cuticulaires. Des résultats semblables ont
déja 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 & lL'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 pathogene dans L'hdte.

Cependant, un des avantages de la technigue du
peint critique, c'est qu'elle permet une bonne conservation
de la morphologie générale du champignon. Ainsi, L'utilisa-
tion complémentaire des deux technigques s'avére 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. pisi & la surface de L'hdte a établi gue les
événements precédant la pénetration sont assez identiques a
ceux décrits pour CLollecotrichum Lindemuchianum, C. glce ospo-
rium, Cladosporium fulvum, Botrycis clnerea, Erysiphe graminis
et Uromyces phaseoll (EHRLICH et ERLICH, 1971; MERCER et al.,
1971; PARBERY, 19811.

Quelle que soit la nature génétique des culti-
vars utilisés et Le type d'oryane 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 Lle plus souvent précédée par La formation d'un

appressorium.

En ce qui concerne lLa 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 dépdts de cires (cas. des folioles). Sur Lle:
épicotyles, moins riches en cires ou sur Lles folioles débaras-
sées artificiellement de leurs cires, la pénétration s'effec-
tue le plus souvent aprés une croissance trés réduite des
tubes derminatifs. De méme, dans de nombreux cas, la pénétra-

tion s'initie dés que le champignon rencontre des points de
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jonction des cellules épidermiques, zones relativement moins
riches en dépdts 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 te cas du
Pois, les dépdts cireux auraient plutdt un rdle physigue gque
chimigue pour retarder ou empécher L'infection. L hypothése
d'une inhibition Liée a La présence de substances antifongiques
dans les cires cuticulaires n'est pas alors envisageable. A
quelques exceptions prés, La germination et lLa croissance des
tubes germinatifs s'effectuent normalement &4 la surface des

différents organes.

Pour les modalités de germination elles-mémes,
il a été constaté gue contrairement a d'autres champignons
pouvant donner des tubes germinatifs ramifiés comme le Colle-
cocrichum coccodes (DELON, 19753, ou le Pyreno phora teres
(HARGREAVES, 1982), a aucun moment A. pisi, n'a présenté ce
type de formation. Cependant, la germination des conidies
peut donner naissance & un ou plusieurs tubes germinatifs
de longueur éventuellement inégale. La pénétration intervient
alors & travers la cuticule, aprés formation d'un appréssorium.
Nous n'avons pas observé une dissolution des cires cuticulaires
comme cela a été signalé pgour Erysiphe graminis (KUNOH et al.,
1978).

Contrairement aux résultats antérieurs obtenus
sur Le méme couple P. saocivum /A, pilsi par HEATH et WOOD(1969)
en microscopie photonique, tres peu de cas dientrée par Lles
stomates ont été observes. Les pénétrations s'accompagnent
le plus souvent par la formation d'un renflement mycélien

spus-cuticulaire.
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e type de structure, pourrait correspondre, soit
a une simple augmentation de la taille de L'hyphe infectieuse,
soit 4 un artefact di au décollement des cellules épidermiques,
soit a lLla formation d'une vésicule comparable & celle décrite
chez certaines espéces comme le Collevocrichum Lindemuchianum

(0'CONNELL et al., 1985) et le Pyrenophora ceres (KEON et
HARGREAVES, 1983).

par aitleurs, 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. pisi a
travers la cuticule, s'effectue plutdt mécaniguement. Par
contre, dans les mémes conditions, le Fusarium solani f.sp.,plsi
utilisé comme témoin dans notre expérimentation, n'a montre aucune
infection. En effet, le champignon germe normalement a8 lLa surface
de L'hdte et donne une hyphe & croissance illimitée. Cela pour-
rait 8tre du aussi & une différence de sensibilité des cutinases

des deux espéces a L'inhibiteur utiliseé.

Ces comportements différents de L'A. piLsl et du
Fusarium solant fspipiei confirment la pénétration essentiel-
lement enzymatiqus pour cette derniére espéce (KOLLER et al.,
1981 et 1982; KOLLATUKUDY, 1985), et plutdt mécanique pour
A. plsl. Cette derniére éventualité doit cependant étre sou-

mise & une nouvelle expérimentation.

Toutes ces modalités de germination et de péné-
tration de L'A. plsi, examiné sur un couple compatible (culti-
var sensible) et sur un couple incompatible (cultivar résis-
tant), ont été précisées par une observation aprés suppres-

sion mécanigue des cires cuticulaires.

Les résultats obtenus en modifiant artificiel-
Lement lLa morphologie extérieure des cultivars du Pois, sont
comparables & ceux rapportés par MARSHALL et RUCH, (19300
puis par STOCKWELL et ANCHEZ (1983%, & prupos de L'infection

du Haricot par Rhizocconta solant. 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 Lles
cultivars de Pois habituellement incompatibles. De plus,
indépendamment de lLa résistance génétique de ces cultivars,
lLes modalités de pénétration par A. pisi, se sont avérées
identiques, tant & travers une cuticule de Limbe débarassée

de ses c¢cires, qu'a travers lLa cuticule d'un épicotyle qui en
est normalement dépourvu. Ainsi L'essentiel des facteurs de
résistance & L'A. pisi se situent chronologiquement aprés Lla

pénétration.
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5.6. ETUDE ULTRASTRUCTURALE COMPAREE DES RELATIONS HOTE-
PARASITE (HEZ UN HOTE SENSIBLE ET UN RESISTANT

Les observations réalisées en M.E.B. sur Lle
comportement de L'A. pisil & la surface de L'hdte, ont permis
de préciser les modalités de germination du pathogéne avant
sa pénétration dans les tissus de L'hdte. Cependant, ces
données demeurent insuffisantes pour expliguer 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'hdte et du
pathogéne. Une premiére approche de ces événements a toujours

¢té faite en microscopie photonique.

Nos observations ont porté d'une maniére géné-
rale, sur toutes les étapes du processus d'infection depuis

la pénétration jusqu'a L'établissement de La maladie.

3.6.1. STRUCTURE DES TISSUS DE L'HOTE SAIN
ET DU CHAMPIGNON

Pour comprendre lLes mécanismes d'une interac-
tion hdote-pathogéne, il est indispensable de connaitre au
préalable L'état normal des tissus en Ll'absence de toute
perturbation pathologigue. De méme, L'ultrastructure de L'agent
pathogéne en dehors de toute action des métabolites de Lla
plante doit &tre précisée. Ceci est d'autant plus justifie,
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'hdte, Les observations
effectuées en microscopie photonique sur lLes tissus sains, ne
mettent pas en évidence des différences structurales entre le
cultivar sensible (Merveille de Kelvedon) et les résistants
(Rondo et Finale ). Tant au niveau des épicotyles (Figs. 127
et 128) qu'éd celui des folioles (Figs. 129 et 130), L'organi-
sation générale des cellules épidermiques et du parenchyme sont
identigques, exceptée l'abondance de chloroplastes dans les
tissus foliaires. Par <contre, & 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 aspériteés observées en M.E.B. dles aux cires.
Cependant, Lorsgue les cires n'ont pas été totalement altérés
par lLes différents traitements chimiques, elles forment des

indentations trés marquees (Fig. 133).

Quant a la cuticule elle-méme, lLes figures
déja présentées (Figs 131 et 132) obtenues a partir d'obser-
vations réalisées sur les épicotyles permettent de constater
quelques variations. En effet, si son épaisseur est sensible-
ment lLa méme dans les deux types de cultivars(Q,2 umd), en revan-
che une structure fibrillaire caractérise le cultivar résistant
(Fig. 131), alors que le sensible en est dépourvu. Sous la
cuticule, Lla disposition des microfibrilles de la paroi varie
dans le «méme 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 Lle 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 chloroplastes.

Fig.128 : Coupe transversale d'ép icotyle de Pois montrant 1a méme organisation cellulaire
chez I'nBte résistant (Rondo); pas de différences fondamentales.

Fig. 129 : Coupe transversale au niveau des folioles de Pois sensible. Dans ce cas, les
cellutes du parenchyme (Cpa) sont riches en chioroplastes.

Fig.t130 : Coupe tranversale au niveau des folicles de 1'héte résistant. Comme

précédemment, noter la présence de nombreux chloroplastes au niveau du
parenchyme (Cpa).
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été observé de différences entre les deux types d'hdte
(Figs 134 a 136), cependant chez Lle cultivar résistant,

on observe la présence plus fréguente de structures vési-
culaires rappelant les lysosomes (Fig. 137), Il reste a
préciser que dans les deux types de cultivars, les espaces

intercellulaires ne montrent aucun dépdt (Figs 134 et 137).

En ce gui concerne le champignon, les prin-
cipales caractéristiques de son ultrastructure sont précisées
4 partir des observations relatives & lLla conidiogenése (cf.

3222480, Quelle que soit L'origine de lLa structure
fongique considérée (conidie, cellule conidiogéne ou hyphe
germinatif), L'A., plLslL présente une organisation générale
comparable a8 celle qui est habituellement rapportée pour
les champignons. A L'intérieur d'un cytoplasme granuleux
assez dense et occupant lLla presque totalité du volume de la
cellule, la plupart des organites peuvent &tre distingués;
des différences peuvent exister d'une structure fongique 3
L'autre. $i précédemment on avait montré que les conidies
étaient riches en produits de réserve: glycogénes, globu-
les Lipidiques (cf. notamment Figs 74, 753, 78 et 79), en
revanche lLes hyphes germinatifs (Figs 138 et 140), présen-
tent un nombre élevé de mitochondries témoin d'une forte
activité métabolique. Ces mémes figures de La germination
permettent de distinguer gue Le passage du cytoplasme inter-
vient au travers d'un pore formé par la constriction de Lla
conidie. Aussi bien Lla conidie mére que le tube germina-
tif, sont caractérisés par une paroi épaisse, elle-méme
protégée par une couche mucilagineuse bien visible (Fig.

140Y; Lla couche interne de ta paroi étant moins contrastée.



Figs 131 el 132 : Aspect ultrastructural de la cuticule (Cu) et de la paroi épidermique
(Pep) chez I'hite résistant et le sensible, 1a limite entre les deux constituants
gst nettement distinguable { » ). Accumulation au niveau de la cuticule de I'hbte
résistant (Fig. 131) d'un dépbt rectiligne (—), absent chez 1'hdte sensible
(Fig. 132). Sous la cuticule, la paroi épidermique (Pep) apparait feuilletée et
trés compacte chez I'héte résistant et amorphe chez 1'hdte sensible.

Fig. 133 . Coupe transversale montrant V'aspect des cires épicuticulaires des folioles
( = )aprés les traitements pour laM.E.T..

Figs. 134 a 136 : Aspect ultrastructural des cellules foligires de Pois. Noter
I'organisation classique de ces cellules avec 1'absence de tout dépdt dans les
méats (me).

Fig. 137 : Lomasomes (Lo) souvent observés chez 1'héte résistant.

Fig.138 . Aspect général de l'ultrastructure de la germination d'une conidie (Co)
d Ascochyits pisi. Noter 1' allongement du tube germinatif (G) et 1'étranglement
Ie séparant de la conidie .

Figs 139 et 140 : Détail ultrastructural du tube germinatif (G). Présence d'une &paisse

couche de mucilage (=)protégesnt 1a conidieet 1'hyphe germinatif,
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3.6.2. PENETRATION ET COMPORTEMENT DE L'Ascochyca plsti
DURANT LA PHASE DE COLONISATION DE L'HOTE

Les observations effectuées sur des sections
transversales et paradermales de folioles infectées révélent
gque, guel gue soit le niveau de résistance de La plante hdte,
le pathogéne franchit la cuticule. Les mémes résultats ont

été obtenus & partir de coupes transversales d'épicotyles.

Immédiatement aprés le passage de la cuticule,
L'’hyphe infectieuse augmente significativement de diamétre.
Ainsi, les Figures 141 a 146 permettent de distinguer, au
niveau des cultivars sensibles, la formation de structures
fongiques sous-cuticulaires, du type vésicules. Ces modi-
fications morphologiques du pathogéne aprés pénétration,
expliguent les renflements observés en M.E.B. (cf. 3:5:3:14)

tant sur les cultivars sensibles gque sur les résistants.

Durant cette phase de pénétration et d'instal-
lation du pathogéne, une invagination de La paroi épider-
migue (Fig. 145), a parfois été notée chez le cultivar sen-
sible. Elle pourrait illustrer la pression physique exercée

par le champignon pour atteindre les cellutes sous-jacentes.

A une période d'incubation plus tardive (48 h),
L*examen des sections transversales permet de constater que
la progression ae L'A. pisi est marquée chez le cultivar
sensible par une croissance latérale sous cuticulaire impor-
tante des hyphes. Celle-ci se fait trés généralement 2
partir des renflements vésiculaires précédemment déerits
(ETgs 144 a 146),.Chez le cultivar résistant. ce type de



Fig. 141 : Observation en microscopie photonique des premiers stades de I'infection du Pois
par Ascachyie prsr. On remarque une colonisation sous-cuticulaire importante

par le champignon (= ).

Figs 142 & 145 : Détails de 1a panétration et de la colonisation sous-cuticulaire, montre
une partie du tube germinatif (G) ou de 1'appressorium (App), & I'extérieur de
I'hdte. A 1'intérieur, sous la cuticule, le champignon augmente considérablement
de volume prenant I'aspect de vésicule (Sv). Le champignon repousse la parol de
I'hGte ( =) 1a{ figure 145). Noter aussi la présence d'hyphes intracellulaires
(Fig. 142, hy.i) et d'hyphes intercellulaires (Fig. 144, hy.s).

Fig. 146 : Ramification du champignon (===} & partir de ia vésicule sous-cuticulaire; ce
comportement est également observé a la figure 145. A V'extérieur, le tube
germinatif a un diamétre beaucoup plus réduit.

Fig. 147 : Aspect de I'infection d'un hdte résistant par Ascachyte pis7. L'hyphe (hy) sous-
cuticulaire (=) est moins volumineux que chez 1'hgte sensible; le champignon y

est également plus rare

fig. 148 : Coupe transversale d'une foliole sensible de Pois, montrant V'aspect général de la
colonisation superficielle de 'hdte; 1a plupart des hyphes sont sous-cuticulaires.
Dés ce stade 1a formation de la nécrose est initide,

Fig. 149 : Coupe paradsrmale montrant une colonisation importante des folioles de 1'hdte
sensible. On observe de nombreux hyphes intraceliuiaires (hy.i) et
intercellulaires (hy.e) comme 1'indigue la fléche (=). Au nivesu des cellules
détruites ( 3k ), les Hmites cellulaires ne sont plus identifiables.

fFig. 150 : Coupe transversale montrant une colonisation de 1'épicotyle d'un hdte sensible
par des hyphes intercellulaires (hy.e) (),

Fig. 151 : Coupe transversale d'une folicle d'un hite résistant. La colonisation par les
hyphes ( === ) reste faible et superficielle. Les chloroplastes ss
réorientent () au niveau du front de crotssance des hyphes ( = ). Noter
qu'au niveau de lanédcrose ( K ) les limites cellulaires persistent.
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ramification latérale n'est pas montré (Fig. 147).

Des observations reéalisées ultérieurement, peu
avant La formation de lLa nécrose au niveau des différents
types d'organes, permettent de constater une forte colonisa-
tion superficielle des tissus de L'hdte sensible (Figs 148 et
149). Le champignon gagne ensuite rapidement les tissus plus

profonds en empruntant Les méats (Fig. 150). Par contre,chez
L'héte résistant La colonisation reste trés 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 épicotyles de Potis inoculés par A. pilsi,a permis de suijvre
les changements cytologiques qui accompagnent le processus
infectieux. Par des observations faites & des temps crois-
sants (24h, 48h et 5 jours) sur des couples compatibles
(Merveille de Kelvedon et Douce de Provence) et incompatibles

Rondo ©t Finalel, il a été possible de préciser les conséquen-

ces de la présence du pathogéne sur L'hdte.

3.6.3.1. APPARITION DE STRUCTURES NOUVELLES

Indépendemment du niveau de compatibilité de
L'héte avec le pathogéne, Lla pénétration du champignon dans
les tissus de L'hdéte est suivie par L'apparition, 4 proximité
immédiate de L'hyphe, de certaines structures appelées com-
munément papilles (Figs 152 & 155). Il s'agit d'un dépdt
dense aux électrons localisé entre La parci des cellules et

le plasmalemme, en face des hyphes.



Fig. 152 : Aspect au microscope photonigue d'un hyphe sous-cuticulaire (hy.c) ayaent
fortement augmenté de volume aprés la pénétration. La plante réagit par

—

I'accumulation d'un dépét ( flache blanche) .

Figs 153 st 154 : Aspect ultrastructural de la réaction de 1'nite résistant & la pénétration

fongigue avec accumulation d'un dépfit dense aux electrons en opposition
au champignon.

Fig. 155 : Aspect d'une papille (Pa) correspondant & un dépdt dense aux électrons observés
chez 1'hte résistant au votsinage immédiat de 1a pénétration du champignon,

Figs 156 & 158 : Aspect des corps X (Cx), dépbts semi-sphériques denses aux électrons,
accumulés contre les parois de 1'hdte sensible. A ce stade( 48 h aprés I'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 pathogéne, le dépdt de
composés osmiophiles est fréquemment observé (Figs 156 & 158).
I{s sont généralement accolés a L'extérieur des parois, dans
les espaces intercellulaires; ces corps de forme hémi-sphérique
(Corps X\)sont Le plus souvent observés chez les cultivarssensibles.
Aprés 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 a remplir lLles espaces intercellulaires

(Figs 159 et 160).

Au méme stade de développement du pathogéne,
chez les cultivars résistants, Les mémes types de dépbts
existent mais en gquantité nettement plus faible. 1Ils restent
tocalisés principalement dans les angles des espaces inter-

cellulaires (Figs 161 a 163).

3.6.3.2. ACTION DU PATHOGENE SUR L'ULTRASTRUCTURE
DE L'HOTE

Comme pour Lles precédentes 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
4 partir de 48 h d'incubation, certaines altérations de Leur
systéme membranaire. Ainsi La membrane plasmiqueetletonoplaste,
sont les premiers signes de dégénérescence (Fig. 164). A un
stade un pey plus avancé, il y a un début de rupture de ces
mémbranes (Fig. 165). Ultérieurement, ces modifications
aboutissent & une désorganisation générale de la structure

cellulaire, plus importante chez L'héte sensible.




Figs 159 & 162 : Précipités denses aux électrons (Do) accumulés dans les méats (me)
cellulaires de 1'hdte sensible. La destruction des chloroplastes (CH) peut étre

observée (Fig. 160).

Fig. 163 : Aspect des mémes depots chez 1'hdte resistant. Dans ce cas, leur accumulation,
essentiellement dans les angles des celiules (= ), est nettement moins

importante.

Fig. 164 : Action de I'Ascachyis pisi sur le systeme membranaire de 1'nbte sensible. La
rupture du tonoplaste ( =) est abservée en plusieurs endroits.

Figs 165 et 166 : Comportement intracellulaire (hy.i) et intercellulaire (hy.e) d
1" Ascochyte pisi dans les tissus de 1'hdte sensible. Les hyphes sont relativement
turgescentes et les cellules de 1'hdte bien nécrosses.

Fig. 167 : Comportement de 1'hdte résistant 5 jours aprés V'infection. Les parois cellulaires
( =) sont toujours en place mais ies chloroplastes sont détruits. Les
hyphes intracellulaires (hy.i) présentent un contraste accentué et un volume

réduit.

Figs 168 et 169 : Modifications subies par les chloroplastes (CH) de 1'héte sensible, 24 h
et 48 h aprés inoculation. Noter les excroissances terminales ou Tatéra_les (=),

Fig 170 et 171 : Destruction des chioroplsstes 72h aprés tnoculetion ( » ).

Fig. 172 : Aspect général en microscopie photonique des chloroplastes chez 1'héte résistant.
Ces organites sont normalemant répartis dans les cellules de la zone saine ( Y ),
regroupés au niveau du front de la nécrose { = ) et absents dans 1a zone nécrotigue

( sk ). Faible colonisation par les hyphes( _{) )i

Figs 173 et 174 : Aspect ultrastructural des organites chez 1'hte résistant. L'action du
champignon est moins prononcée que chez 1'hdte sensible : chioroplastes (CH) avec
membrane plastidiale irréguliére, dissolution et hypertrophie des crét_ses
mitochondriales comme le montre la figure 173. La figure 174 montre des
dictyosomes plus contrastés que d'habitude.
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La colonisation par Le champignon s'effectue alors de maniére
intercellulaire et intra cellulaire (Fig. 166). En revanche
ces phenoménes d'altérations sont retardes dans le cas du
phénotype résistant; ce dernier maintient plus longtemps
L'integrité structurale des parois cellulaires, méme si le con-
tenu cytoplasmique est détruit, et La présence du champignon
couramment observée & L'intérieur des cellules de L'hdte

(Figs 167).

Parallélement & L'altération des différentes
membranes, les autres constituants de la cellule et, en
particulier, Les chloroplastes sont les plus touchés durant
L'installation du pathogéne. Initialement allongés et ovoi-
des (cf.ﬁngﬁ ), aprés 26 h a8 48 h d'incubation, il devien-
nent plus ou moins sphériques ou forment des excroissances
Leur conférant un polymorphisme important (Figs 168 et 169).
Trés généralement L'organisation interne de ces organites
montre de profondes alterations. On observe notamment des
dilatations au niveau des thylakoides (Figs 170 et 171).
Généralement, chez L'hdte sensible, aprés 72 h d'incubation,
La désorganisation des chloroplastes s'accentue jusqu'a la rup-
ture de La membrane, entrainant une destruction totale de ces

organites.

Par contre, ces altérations sont moins mar-
guées chez le cultivar résistant. En effet, 3 un méme stade
d'évolution du pathogéne dans les tissus, la structure des
chloroplaste st moins modifiée (Fig. 173). Cependant a
proximité du front de croissance du champignon, on assiste

a un regroupement des chloroplastes caractéristique (Fig. 172).
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Au niveau des autres organites cellulaires ces
altérations sont généralement beaucoup moins perceptibles.
Cependant, il est observé une hypertrophie des mitochondries
avec disparition des crétes 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, lLes noyaux sont les
organites dont la structure est lLa moins modifiée par La

présence du pathogéne.

3.6.4. MODIFICATIONS ULTRASTRUCTURALES SUBIES
PAR LE PATHOGENE

Comme pour Lles cellules de L'hdte, L'examen en
M.E.T. du champignon permet de montrer gue les hyphes subissent
des modifications importantes. <Celles-ci varient avec Le stade
évolutif du pathogéne dans les tissus de L'hdte attaqués et
avec lLe niveau de résistance des cultivars. Ainsi Lle
champignon progressant de fagon intercellulaire ou intracel-
lulaire dans les tissus d'un cultivar sensible (cf. @ 3.6.3.21,
est caractérisé par des hyphes & cytoplasme relativement dense

et riche en organites cellulaires (Figs 175 & 178).

Par contre, au méme stade d'évolution de la
nécrose, un état de dégénérescence assez prononcé du champi-
gnon est observé au niveau de L'hdte résistant. On note
trés 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 lLa dif-

ficulté du champignen a croitre a L'intérieur des cellules
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de L'héte résistant. IL s'agit notamment de ramifications
importantes subies par lLes hyphes du pathogénes (fig. 180).
Comme autre différence de comportement du champignon dans
les tissus, un mucilage est habituelliement 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'"héte
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. pisi et la progression wultérieure.du champi-
gnon dans les tissusrdu Pois , ont été étudiés pour la pre-
miere fois simultanément en microscopie photonique et électro-

nique pour élucider les rapports entre compatibilité et in-

compatibilité.

Cette approche a permis de préciser quelgues
aspects fondamentaux des mécanismes ultrastructuraux de La sen-
sibilité et de la résistance du Pois & L'un des agents Lles

plus importants de L'anthracnose de cette culture.

Tout d'abord, et indépendamment de la nature
génétique de L'hdte, La présence des cires cuticulaires
observée sous forme de microvillosités en M. E. T. confirme
nos résultats obtenus en M. E. B. et ceux de HALLAM et

JUNIPER (1971).



Figs 175 @ 178 : Comportement du champignon dans jes tissus de 1'néte sensible.
Généralement les hyphes sont accolés  contrs les parois de 'hte (=) par un
mucilage ( Fig.178). Les hyphes ont un un cytoplasme dense avec organites
facitement 1dsntifiables.

Figs. 179 et 180 : Comportement du champignon dans les tissus de 1'hdte réststant .
Les hyphes sont généralement fortement vacuolisés (Va), avec acumulation de
globules denses aux électrons (6d) .
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Quel que soit Ll'organe considéré, la couche supérieure de
L'épiderme d'une plante est généralement représentées succes-
sivement de Ll'extérieur vers L'intérieur, par les cires épi-
cuticulaires, La cuticule et La paroi pectocellulosique

(VAN DEN EDEN et LINSKENS, 1974; CUTTER, 1976; JEFFRE -~

et al., 1976). Généralement la cuticule présente une orga-
nisation ultrastructurale Lamellaire ou amorphe (MAC NAMARA
et DICKINSON, 1981; CALLOW, 1983). Dans les deux cas, elle

est constituée de deux couches morphologiques distinctes et

d'épaisseur inégale.

Dans notre cas, cette différence d'organisation
de lLa paroi épidermique tout entiére, est régie par le géno-
type du cultivar. Pour Lles deux cultivars, la distinction
entre la cuticule et la paroi pecto-cellulosigque est surtout
déterminée par l'existence d'un contraste entre les deux cou-
ches; la cuticule apparraitnettement plus mince. La disposi-
tion trés compacte des microfibrilles observée dans lLa cuti-
cule des cultivars type Finale accentue cette différence.
Par contre, le cultivar type Merveille de Kelvedon présente

des couches plutdt amorpheset moins denses aux électrons.

Comme L'ont indiqué récemment CONTT et al.,-
(1985) a propos du comportement de deux cultivars de rosiers
parasités par Sphaerocheca pannosao, le réseau dense que
forment les cires cuticulaires & La surface des folioles,
et L'épaisseur méme de Lla cuticule constituraient la pre-
miére barriére mécanigque rencontrée par A. pilsl durant la

pénétration de La paroi épidermique du Pois.

De méme, les modalités de penétration directe

& travers la cuticule de L'hdte, comme suggérées précédem-

ment sur La base des observations en M.E.B., semblent
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se confirmer au moins pour Lle cultivar sensible. L'enfonce-
ment des parois des cellules épidermigques souvent considéreé
comme un critére de pénétration mécanique (Mc KEEN, 1974;
WHEELER, 1975) est en partie verifié. Il reste que dans
certains cas, La pénétration de la couche épidermique a Lieu
en ne subisant aucune action apparente. Dans ces conditions,
il n'est pas exclu comme L'ont indigqué beaucoup d'auteurs a
propos d'autres intéractions hdte-parasite (Mc KEEN et RIMMER,
1973; DEFOSSE et DEKEGEL, 1974; BISHOP et COOPER, 1983;
O'CONNELL et al., 1985), que lLa pénétration ne soit pas
essentiellement mécanique ou enzymatique, mais gu'elle fasse

appel & ces deux types d'actions.

En ce qui concerne les événements intervenus
immédiatement aprés Lla pénétration, les observatijons obtenues-
en microscopie photonigue et microscopie électronique & 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 Lles

cultivars sensibles que pour les résistants.

La formation de ces structures est comparable aux
vésicules fréquemment observées chez la plupart des champi-
gnoné bictrophiques tels gque les mildious, les oidiums et
Lles rouilles (WEHTJE et al., 1979; COFFEY et WILSON, 1983),
Ces mémes structures fongigues ont été également observées chez
quelques hémibiotrophes comme Le Collervorrichum Lindemuchianum
(O'CONNELL et al., 1985; O'CONNEL et BAILEY, 1986), ou le
Fyrenophora teres (KEON et HARAGREAVES, 1983 groupe nécro-
trophigque au quel est souvent rattaché A. pisi. <(Ces auteurs
avaient noté une réduction significative du nombre et de Lla
taille des vésicules chez les cultivars résistants. Leur
absence dans notre cas, a probablement pour conséquence une
action défavorable sur les relations trophiques que Lle

champignon tenterait d'établir avec son hdte.
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Chez les couples compatibles et a un stade plus
avancé de la pénétration, des ramifications latérales plus ou
moins importantes prennent souvent naissance a partir des ve-
sicules. Elles conférent alors 4 L'A, pislL une phase sous-
cuticulaire, qu'on retrouve aussi chez les nécrotrophes comme
Le Cercospgorella herpotricholdes (DEFOSSE et DEKEJEL, 19741Y;
A. rableiL (AMEZIANE EL HASSANI, 1981), ou chez les hemibio-
trophes comme le Colletocrichum Lindemucnianum (MERCER et al,

1975; O'CONNELL et al, 1985),

Parmi Les événements ultérieurs accompagnant le
processus d'infection du Pois par A. plsi, plusieurs types
de matériels denses aux électrons, peuvent &tre identiques.
L'accumulation de ces différentes substances est soit direc-
tement Ljée aux structures de pénétration, soit en relation
avec La progression des hyphes & L'intérieur des tissus jusqu'a
la formation de lLa nécrose. Dans Ll'une ou L'autre des situa-
tions, L'aspect morphologique et la localisation des dépdts

peut varier en fonction du cultivar.

D'une maniére générale, de par leur forme et
leur taille trés diverses et en fonction de leur lieu d-ac-
cumulation, différents termes sont employes pour désigner
ces composés quelquefois amorphes. Le plus souvent ces
dépdts observés entre les parois cellulaires et le plasmalemme
de L'hdOte 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 role de ces substances dans la patho-
génése est souvent correlé avec le niveau de résistance de

L'hote (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 &tre trés variable®*n'avoir aucune relation avec la résis-

stance (MC KEEN, 1974; RIDE, 1983; BISHOP et CQOPER, 1983).

Dans Le cas de L'interaction P. sakivum / A.plisi,
bien que la plupart des substances osmiophiles soient détectées
a La fois chez lLles cultivars sensibles et resistants, des dif-

férences importantes sont constatées au cours du temps et en

fonction du degré de compatibiliteé.

C'est ainsi que des dépdts amorphes accumulés
préférentiellement dans les coins des espaces intercellulaires,
sont comparables & ceux observés dans les tissus de betteraves
infectés par Cercospora beticola (STEINKAMP et al., 1979).
Ces accumulations étaient beaucoup plus importantes dans les
cultivars de Pois sensibles. Ce méme type de matériel extra
cellulaire était de taille plus réduite et faiblement dense aux

électrons dans les tissus de L'hdte résistant.

En ce qui concerne les corps X, lLeur présence
a été considérée par de nombreux auteurs comme liée 3 la
nature de La plante hdte. De tels dépdts semi=-sphérigues
accolés aux parois dans les espaces intercellulaires de
L'hdte, ont été observés dans des cultivars résistants de
tomate (Lycopercicum esculentum) parasités par du Clados-
portum fulvum (LAZAROVITS et HIGGINS, 1976). DURAND et
SALLE (1981) ont montré que L'accumulation de ces corps X
était associée 4 La résistance induite des feuilles de
tomate parasitées par lLe Phykophthora capsici et traitées
par du Phoséthyl AL . Ce méme matériel extra-cellulaire
a été décrit par AMEZIANE EL HASSANI (1981) chez des cultivars

de Pois 'hiches tolérants & L'Ascochykta rabiel.



= 165 -

Comparativement & ces derniers auteurs, nos résultats sont
tout & fait contradictoires avec lLeurs conclusions, en ce
sens que la présence des corps X était montrée essentiel-
lLement chez les cultivars de Pois sensibles. Par aijlleurs
en étudiant guelques aspects cytologiques et cytochimigques
de L'interaction P. sativum ; Peronospora piLst, 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 Lla
pathogénése, d'ou L'intérét de connaitre La nature histochi-
mique et cytochimique de certains métabolites de L'interaction
hote-parasite qui est envisagé dans la derniére partie de

notre travail.

Les correlations généralement faites entre Lla
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 dgénérale de La plante
a L'attaque fongique {(Mc KEEN, 1974; RIDE, 1983). Il n'est
pas impossible non plus que ces produits extracellulaires
éventuel lement toxigues pour L'hdéte, soient secrétés direc-

tement par Le champignon.

D'autres composés denses aux électrons et loca-
Lisés en dehors des espaces intercellulaires de L'hdte,
ont été détectés entre les parois cellulaires et le plas-

malemme. Ces appositions pariétales ou papilles, ont été
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cbservées, so0it aux sites de pénétration de L'épiderme, s0it

au voisinage immédiat de La croissance primaire du champignon.
Dans ce dernier cas, leur formation & distance par L'action

de divers métabolites, telle gue suggérée pour Le Collecc-
trichum Lindemuchionum par O'CONNELL et BAILEY (1986) est treés
prohable. D'aprés lLes caractéristiques ultrastructurales ayant
permis de distinguer plusieurs types deaapiLlas chez 1'orge
parasitée par Erysiphe grominis f.sp. hordel (ZEYEN et
BUSHNELL, 1979; HEITEFUSS et EBRAHIM NESBAT, 1986), <celles
observées chez le Pois infecté par A. plsi présentent peu de
variabilité. Elles sont constituées par du materiel homo-
géne dense aux électrons et n'alternant pas avec des couches
moins opaques. De plus, leur formation chez les cultivars
résistants, intervient toujours aprés lLa pénétration. Pour

ces cultivars sensibles ces types de dépdts n'ont été obser-

vés que rarement en microscopie photonique.

Leur Llocalisation le plus souvent en opposition
avec lLe champignon dans les cellules épidermigques des culti-
vars résistants, pourrait confirmer le rdle gqui leur est
généralement attribué dans la résistance pour d“autres
intéractions et Lle plus souvent contre Ll'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 Ascochyta plsi

Au cours des différentes étapes de L'infection
du Pois par A. plsi, les études cytologigues ont permis de
constater, a L'échelle cellulaire, L'existence de modifi-
cations ultrastructurales de L'hdte, ou encore L'apparition
de nouvelles structures. Comparativement & L'hdte sain,
des différences d'interactions ont été notées entre les
hdtes a phénotype sensible et ceux & phénotype résistant.
Pour préciser davantade la participation de ces nouvelles
structures a la pathogenése, une approche de leur nature

chimigue a été réalisée en cytochimie.

3.7.1, DETECTION DES COMPOSES DE NATURE CALLOSIQUE

En réponse a4 lL'attague des agents fongiques, Lla

callose et les polyphénols sont souvent mis en évidence.

Afin de déceler de telles accumulations, des
folioles de Pois infectées par Ascochyto pisi, ont été colorés
par Le bleu d'aniline & pH basigue puis observés en lumiére
U.v. ( 518 nm).

Les résultats obtenus par cette technique sur des
coupes pratiquées dans la zone initiale de formation de Lla
nécrose (5 jours aprés L'infection) montrent la présence de
dépdts fluorescents (Fig. 181). L'intensité de cette fluorescence

varie avec Ll'importance du matériel accumulé dans les cellules.



Fig. 181 : Coloration au bleu d'aniline pour 1a mise en évidence de la callose. La fiuorescence
en tumigre V.Y. ( 2> 1et 2) indique 1a présence de callose au niveau des nécroses

Provoqueés par Ascachyts pisi.

Fig. 182 : Aspect de ces mémes susbtances observées en lumiére visible. Elles apparaissent
sous forme de dépdts bruns non fluorescents ( :D let2)

Fig. 183 : Test réalise sur tissu sains. Aucun dépft, - ni fluorescence ne
sont détectés,

Fig. 184 : Test PATAg pour la caractérisation des composés polysaccharidiques.
L'aspect général de la nécrose montre que les parois des hyphes et de 1'hdte ont

réagi positivement.

Fig. 185 : Détail de I'hyphe (hy.i) pénétrant & travers la cuticule (Cu), caractérisé par un
étranglement ( 2») au point de pénétration. Le test PATAQ met en évidence les

différentes couches pariétales (-=) du champignon.

Figs. 186 el 187 : Les dépdts denses aux électrons (Do) observés dans les angles des
méats réagissent positivement au test PATAg. On note aussi une plus forte
réactlvité des parois du champignon par rapport & celle e I'hte.

Fig. 188 : Lescorps X {Cx) réagissent positivement a ce test.
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Ces résultats positifs & un test considéré comme spécifique,
témoignent de la nature callosique de ces dépdts. Ces mémes
composés observés en lumiére visible, se présentent sous
forme d'amas denses de couleur brune (Fig. 182); avec Lles

composés phénoliques, ils sont en partie responsables du

brunissement de la nécrose. Par contre quelle que soit la L

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 callosigues intervient tardivement au cours
du processus infectieux. De telles colorations réalisées
sur des fragments d'épidermes, oJd les sites de dépdts
peuvent étre localisés dés les premiers stades de l'infection

( < 48 hY, ont été négatives.

3.7.2. DETECTION DES POLYSACCHARIDES

Comme la callose, d'autres substances de nature
polysaccharidique peuvent &tre impliquées dans les interactions
héte-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 Pisum sSacivum/
Ascochycao pisi sont illustrés par les figures 184 a 188.
D'une maniére générale, les parois de La plante-hdte et
celle du champignon réagissent trés positivement au test
des polysaccharides. ('est un premier indice qui nous a
permis de juger de la fiabilité de la technique elle-méme.
Les figures 184 a 186 montrent que les parois fongiques sont
plus contrastées que celles de L'hdte. C(es 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 PATAg permet également
de préciser lLa nature cytochimique de certains composés précé
demment observés en M.E.T. (Cf. Figs 159 & 163). 1Ils 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'hdte (Fig. 188)Y. Les
premiéres (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, lLes enzymes élaborées par L['agent pathogéne qui lui per-
mettent de progresser dans les tissus en dégradant les parcois et
Les contenus cellulaires de L'hdte et d'autre part, les enzymes
produites par L'hdte qui interviennent dans le métabolisme

général de la plante en réponse a L'agression .

Dans cette derniére partie de nos recherches une
tentative a été faite pour identifier 2t localiser cytochimigue-
ment quelques unes de ces enzymes, le rdle des enzymes pectino-
Lytiques étudié par HEATH et WOOD (1971) ayant été considéré

comme relativemert mieux connus.

- DETECTION DE LA PHOSPHATASE ACIDE

Aprés incubation dans une solution de A-glycéro-

phosphate des tissus de Pois attaqués par A, olLsiL, d'importants



Figs 1894 191 : Mise en évidence de la phosphatase acide dans 1es méats . .(me) et
autour des hyphes (hy.s). Les précipités de plomb ( =) indiquent 1a présence de
'enzyme.

Fig. 192 : Activité de 1a phosphatase acide le long des parois cellulaires { =) de 1'hdte .

Fig. 193 :Réaction témoin sans incubation dans le substrat. Aucune activité n'est détectée ni
8u niveau des tissus de 1'ndte, ni a proximité du champignon.

Fig. 194 : Aspect général de la réaction des tissus de Pois infectés par Asconiyis pisi au test
de mise en évidence de ta polyphénoloxydase (D.0.P.A.).

Fig. 195 : Détail des dépdts ayant réagi & la D.OPALes uns sous forme
d'une bande le long des parois de 1'hSte, la réaction est plus intense au voisinage
immeédiat du champignon. Les autres localisés en apposition avec 1'hyphe (ap). Cs
dernier dépdt correspond & ce qui est habitusliement décrit sous la dénemination
de papille.

Fig. 196 6t 197 : Aspect de ce test dans une autre zone de la nécrose ( %K ). La présence de
dépdt (ap) face & deux hyphes confirme les observations précédentes relatives
aux papiiles.

Fig. 198 :Les dépdts généralement observés dans des angles des méats réagissent
négativement 4 1a D.0.P.A
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précipités denses aux électrons sont observés principalement
autour des hyphes et dans les méats (Figs 189 & 192). En ce
qui concerne les cellules de L'hdte, leur niveau de réactivi-
té est semblable dans les tissus sains et parasités.

Les tissus témoins n'ayant pas subi d'incubation dans Lle
substrat de l'enzyme recherchée (Fig. 193), ne preésentent

pas de tels précipités.

(es observations démontrent L'intervention de La
phosphatase acide dans le processus d'infection. La loca-
Lisation des précipités, suggére gue cette enzyme hydrolyti-
que, Lliéde a la présence du champignon, doit 8tre secrétée

par le champignon.

- DETECTION DE LA POLYPHENOLOXYDASE

Les résultats obtenus sur La localisation cyto-
chimique de La polyphénoloxydase sont illustrés par les figu-
res 194 & 197. L'activite polyphénoloxydasique est matérialisée
par La formation d'un produit de création denses aux électrons
se présentant sous deux aspects. Dans le premier cas, les
dépdts trés denses aux électrons, sont localisés entre la paroi
et Le plasmalemme des cellules hdtes font face aux hyphes
mycéliens (Figs 195 et 197). Leur localisation rappelle
les composés précédemment décrits dans L'étude ultrastruc-
turale souys L'appellation 'appositions” fongiques ou
papilles (cf. Figs 151 & 155). Le deuxieme type de dépdt
de taille plus réduite, se présente sous lLa forme d'une bande
osmiophile trés marquée (Fig. 195) dont les Limites ne sont
pas toujours définies (Fig. 197). Fréguemment localisés en
apposition avec les hyphes, ces dépdts représentent une bar-
riére ayant tendance a Llimiter l'extension du champignon.
Notons que les composés présents dans les méats et observés

aprés contraste a l'acétate dluranyle-citrate de plomb .
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(Cf. Figs 159 & 163) ne réagissent pratiquement pas au test

de mise en évidence de la polyphénoloxydase.

- DETECTION DE LA PEROXYDASE

Comparativement aux activités enzymatiques précés
demment étudiées, L'activité peroxydasique a été faiblement mise
en evidence. Néanmoins, les observations obtenues a partir de
tissus nécrosés ayant subi un traitement par Lla Diaminobenzidine
(DAB), substrat spécifique de la peroxydase, et un traitement
par L'eau oxygénée (quzi, 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 Llimites cellulaires de L'héte.

Par contre, Lles tissus témoins analysés sans
traitement par Ll'eau oxygénée (H202), ont présenté une trés
faible densité aux électrons. Cette différence de réaction
aux deux types de traitements, peut &tre considérée comme une
réponse positive 4 la recherche de cette enzyme. Cependant,
il n'a pas été possible de préciser la réactivité des dépdts

habituellement observés dans les espaces intercellulaires.

Enfin, pour cette derniére activité enzymatique,
il est & signaler que les dépdts osmiophiles qui viennent
d'étre caractérisés sont comparables & ceux ohservés 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 hbdte-parasite chez le couple P.sakbivum/
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A. pisi, ont permis de préciser la nature biochimique de
certaines substances produites, soit par le pathogéne, soit
par La plante hdte, ou encore par lL'intéraction des deux prota-

gonistes.

Parmi les substances détectées, L'intensité de
La fluorescence obtenue par le test au bleu d'aniline a révélé
trés nettement la présence d'importants dépdts de callose dans
le cas du phénotype sensible. L'absence de cette substance
durant Les premiers stades de Ll'infection, et son accumulation
tardive par rapport 4 l'apparition des symptémes, confirment
le rdle similaire qui lui a été attribué par HINCH et CLARK,
(1982) dans le brunissement et lLa formation de la nécrose
du mais infecté par P. cinnamcni. Son implication dans La
résistance des plantes aux pathogénes est suggeérée par plusieurs
auteurs (DEFOSSE, 1976; INGRAM, 1976; BECKMAN et al., 1982;
MISAGHI, 1982), elle n'a pu étre démontrée au cours du proces-
sus d'infection du Pois par A. pilsl. Les tests réalisés sur

les couples incompatibles se sont révélés négatifs.

En ce qui concerne Ll'identification cytochimique
des corps X et des substances denses aux électrons observés
dans les meats, la réaction positive au test PATAg, signifie
gque ces dépbdts contiennent des polysaccharides. Des observa-
tions analogues ont été faites sur d'autres couples hote -
parasite aussi bien dans Le cas d'une intéraction du type
résistant: Lycopersicum esculencum / Phyccphchora caopsici
(DURAND et SALLE, 1981Y, que dans celui dfune interaction du
type tolérant: Cicer criecinum 7 Ascochyta rablel (AMEZIANE
EL HASSANI, 1981Y. Ces résultats demeurent cependant contradic-
toires avec ceux observés Llors de L'infection du Pois par A.
plsi, od ces mémes substances sont plutdt caractéristiques
d'une intéraction du type sensible. Ils montrent que le réle

attribué aux corp X dans la Llimitation de Ll'extension de la
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nécrose n'est pas lLe seul; leur éventuelle participation a

d'autres mécanismes que celui de la résistance est & envisager.

Par ailleurs, lLes détails ultrastructuraux ayant
porté sur la réactivité des parois, ont révélé des différences
de réponses entre celles du pathogéne et de L'hdte. Contraire-
ment aux observations effectuées par CQULOMB (1985) sur Capsi-
cum annuum infecté par Phyctophchora capsicl, dans Lle cas du
Pois, les parois cellulaires de L' A. pisi sont plus contras-
tés que celles de la plante hdte (P. sacivum). Un résultat
semblable a été rapporté par AMEZIANE EL HASSANI (19831) 3
propos de L'infection du Pois chiche (Clcer arlecinumdoar
A, rablLel. Sur la base des travaux de SCHRANTZ (1979), ces
comportements apparemment contradictoires peuvent s'expligquer
par des différences de composition biochimique des parois.
Celles du champignon, plus riches en glucanes aux lLiaisons
/&/1-3 et /3 1-6, réagissent plus intensément au protéinate
d argent que celles du végétal, riches en/31-4 glucanes et
en protéines. Mais la synthése des glucanes au niveau des
dépdts pariétaux et leur r6le dans Les mécanismes de résistance

ou de sensibilité restent a4 élucider (DELON, 1975).

@uant & la caractérisation des événements enzyma-
tiques intervenant au cours de L'infection du Pois (P. sacivum)
par A. pisi, 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 a
partir de filtrat de culture du champignon croissant en milieu
agité, soit dans les tissus de Pois infectés par A. polsi
(BOUZNAD, 1978). Ces reésultats sont comparables & ceux obtenus
par COULOMB et al., (1985) dans le cas de L'interaction
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Capsicum annuum ; Phycophthora capsicl; toutefois le niveau
de réactivité est beaucoup plus important dans notre matériel.
Sa fréguente accumulation & proximité immédiate des hyphes

mycéliens, suggere une origine fongigue.

S1 la présence et le Lieu d'accumulation de
la phosphatase acide ont été établis pour le couple compatible
P. sativum /7 A. pisi. en revanche les organites cellulaires
impliqués dans sa synthése et les cibles de l'activité hydro-
lytigue de L'enzyme identifiées par certains auteurs (WILSON,
1973; WHEELER, 1975 et COULOMB et al. 1985), dans différents
couples hdte-parasite en présence de la Dihydroxyphénylalanine

(D.0.P.A.) sont encore a préciser dans le cas de L' A. pisL.

La forte réactivité de certains des composeés
apparus durant L'infection dans les espaces cellulaires,
suggére une participation active de la polyphénoloxydase
(P.P.0.)Y dans ce processus. En identifiant cette enzyme,
nous complétons non seulement la connaissance de L'arsenal
enzymatique produit par A. plsi (HEATH et W0OD, 1977a; BOUZNAD,
1978, mais nous confirmons aussi son importance dans Lle
métabolisme des phénols durant la formation de la nécrose
(HEATH et WOOD, 1971b3. L'approche cytochimigue a permis
de préciser la nature biochimique des deux types de dépdts.
Les amas du type papille accumulés au niveau des parois
cellulaires de L'hdte ayant réagi positivement & la D.O.P.A.
sont de nature polyphénoligque. Tel gu'il se présente
(accompagné par une bande osmiophile), ce matériel peut
effectivement jouer un réle de barriére empéchant ta progres-
sion du champignon (DELON, 1974; DURAND et SALLE, 1981).

En ce qui concerne les dépdts localisés dans les angles des
leur treés faible densité aux électrons aprés test

méats,
a la D.0O.P.A., constitue une preuve de leur nature non

phénolique.



& Tp3 ®

Indépendamment de cette différence de réaction,
la présence en grande quantité des composés polyphénoliques,
témoigne directement ou indirectement du rdole de ces enzymes
d'oxydation (type P.P.0.) dans les mécanismes de formation
de la nécrose de L'A. plsl (HEATH gf WOOD, 1971), de L'A.
rabilel (VIR et GREWAL, 1974; AMEZIANE EL HASSANI, 1981),et
du Phycophchora capsicl  (DURAND et SALLE, 1981). D'lautres
auteurs ont indiqué chez d'autres couples que le polyphénoloxy-
dase agirait par une oxydation des monophénols pour donner des
composés phénoliques trés toxiques pour Lles champignons (FRIC,

1976; COULOMB et COULOMB, 1984; WARD, 1986).

Dans le cas de l'interaction compatible P. sacilvum/
A, pisi, ces substances polyphénoligues ne semblent pas avoir
une action toxigue directe sur lLe champignon. En effet, Lles
observations ultrastructurales effectuées aux stades méme
avancés de la nécrose ont montré gque Le cytoplasme des hyphes
intra et intercellulaires, a4 l'inverse de celui de Lla.plante
héte, reste riche en organites. Par contre, lL'action inhibitri-
ce de ces phénols sur les enzymes de dégradation des parois
cellulaires du Pois est plus probable (HEATH et WO0O0D, 1971).
Un comportement comparable a été discuté lors de L'infection

du Pois chiche par A. rablel (VIR et GREWAL, 1974; AMEZIANE
EL HASSANI, 19811).

Comparativement &8 la phosphatase acide et 3

la polyphénoloxydase, la peroxydase, derniére enzyme étudiée,
a été trées faiblement deéetectée dans les espaces intercel lu-
lairs de L'hdte. S1 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 et al., 1987; ABBATISTA et al., 1988;
PATYKOWSKI et al., 1988) .. sa faible présence dans le cas du
Pois peut s'expliquer soit par des problémes techniques de

mise en évidence de L'activité enzymatique, soit par le fait
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que Les observations n'ont _ porté gue sur les tissus de

Pois sensible. La premiere hypothése 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 Pyrenochaeca LycopersiclL .
Quoi qu'il en soit nos observations cytochimiques sur les
substances phénoliques compléetent: les résultats bhicchimiques
obtenus par HEATH et W00D, (1971) sur le méme 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 COULOMSB,
(1984) et WARD, (1986).

Les travaux initiés sur le rdole des peroxydases
dans la résistance doivent &tre poursuivis au niveau de L'"in-
téraction compatible et incompatible. De plus la détection
cytochimique devra é€tre complétée par des dosage biochimiques

de Ll activité enzymatique.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES DE RECHERCHES

Parmi Les problémes Liés & la stagnation des
rendements des Llégumes 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 & lLa

consommation.

Avec L'extention importante des superficies
cultivées, observées durant ces derniéres années et la prio-
rité qui est accordée & 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 probléme particulier des anthracnoses
sur ces cultures, nous avons mis en évidence la présence en
Algérie d'autres espéces d'Ascochyta gue celles habituelle-
ment rencontrées dans les cultures de Pois (A. plsi, A.
pLnodes et A. plnodella. Citons par ordre d'importance
A. rablel sur Pois chiches, A. vicloe sur Vesces, A. fabae
sur Féves et Feverolles, A. Lencis sur lentilles et A.

Lachyri sur Gesses. Pour la plupart de ces espéces fongiques,

il sfagit d'un premier isolement dans le pays.

Ces espéces d'Ascochyta constituent un groupe
d'agents pathogénes trés 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 duguel se trouvent des pycnides noires

et saillantes.

Bien que difficile a mettre en évidence, nous
avons montré également la présence de L'A. plnodes et de
A. plnodella, sur la plupart des autres légumineuses cultivées

ou spontanées (Pois chiches, Féves, Gesses, Vesces et Haricots).
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La caractérisation morphologique et culturale
& des fins taxonomiques a montré une hétérogénéité treés
marquée de La forme et de Lla dimension des spores et des
pycnides. Sur la base de ces deux caractéres, nous avons
distingué deux principaux groupes d'espéces: le groupe ren-
fermant les espéces a grandes spores souvent pluricellulaires:
A. faboe, A. Lencis, A, viclLae, A. plsi, A. LachyriL et A,
pilnodes; et le groupe a forte proportion de spores mono-
cellulaires et de taille trés variable: A. rabiei, A,

phaseolorum et A. plnodella.

Pour certaines de ces espéces comme A. plno-
delLla et A. phaseolorum, la position systématique a lLongtemps
été controversée. Actuellement L'appartenance de ces deux
espéces au genre Phoma, respectivement P. phaseolorum et

P. medicaglnis var., pinodellc, 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 & discuter
L*éventuel rattachement de l'espéce A. rablel au genre
Phoma.

En ce qui concerne A. pist et A. vicice La
distinction entre les deux espéces présente encore une
certaine difficulté. Cependant, les observations morpho-
logiques et culturales effectuées sur plusieurs isolats
d'origines géographigues trés diverses,ont montré que les

deux espéces sont totalement différentes.

Une étude ultrastructurale approfondie et
comparative de la conidiocgenése chez toutes les espéces
précedemment présentées, a permis d'éclaircir une systé-

matique assez confuse au sein de ce groupe d'agentspathogénes.
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Dans tous les cas, les cellules conidiogénes ont un fonc-
tionnement du type phialidique identique a celui observé

chez Le genre Phoma, Les caractéres ontogéniques déterminants
du type annellidique n'ont pas été mis en évidence au cours de
nos observations. Il devient alors difficile d'accepter Lles

différences gui ont été proposées entre Le genre Ascochyrao et

Phoma.

) Cependant, contrairement & inotre attente,

L'étude ultrastructurale de la conidiogenése reste peu accessible

et d'une efficacité quelguefois douteuse dans le cas particulier

des Ascocchyca spp.

Dans bien des cas, L'identification d'une
espece fongique basée sur la caractérisation morphologique
et ontogénique des organes de reproducticn du champignon
est suffisante. Cependant, lorsqu'il s'agit d'espéces trés
proches parasitant un groupe de plantes botaniquement voisines,
Leur degré de compatibilité avec Lla plante hdte doit &tre
précisé pour une détermination rigoureuse. Dans le cas des
espéces d'Ascochyca isclées & partir des légumineuses, leur
pouvoir pathogéne et leur spécialisation parasitaire ont été
évalués aprés inoculations artificielles. <Cette approche a
tout diabord confirmé La polyphagie des deux espéces A. plLno-
della et A.p@nodes sur La plupart des légumineuses. Pour
Les autres espéces: A. pisi, A. fabgoe, A. Lentis, A, viciLae,
A, rablsl et A. Lochyri, nous avons constaté une haute spé-

cificité vis-a-vis de leur hdte d'origine.

Grdce a4 ces derniers résultats, nous sommes
en mesure d'affirmer que A. plsi et A. victoe sont deux

espéces bien distinctes.
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Sur le plan agronomique, ces résultats réve@lent
les risques auxquels les cultures de légumineuses peuvent
8tre exposés si un assolement correct n'est pas respecté.

En effet, Le rdle joué par les débris de culture dans la
conservation de L'A. pinodes et 'A. pincdella au niveau du
sol, constitue une source de contamination pour Ll'ensemble
des cultures. Par contre, en raison de leur spécificité
parasitaire stricte A, pisi, A. fabae, A. Lentis, A.
roblet, A, vicioce, semblent né& pas présenter un danger

équivalent.

Dans la deuxiéme partie de notre travail con-
sacrée essentiellement & lL'anthracnose du Pois causée par
A. pisi, les exigences biologiques et la variation du
pouvoir pathogéne du champignon ont été approfondies.

C'est ainsi que L'étude Ln vicro portant sur lLe compor-
tement de différents isolats d'A., piLsi, a permi de préciser
le rdole essentiel joué par le facteur température. Nous
avons constaté gque si les conditions optimales de produc-
tion de L'inoculum (germinaticon, croissance mycélienne,
sporulation), se situent a une température relativement
élevée (20 - 220C} en revanche, les plus forts taux de
transmis&ion par les semences, sont observés pour des
températures plus basses (5-12°¢). 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 & climat

plus doux oU les temps de levées sont nettement plus courts.

La connaissance des exigences biologiques et des
conditions optimales d'infection du Pois par A. plsi, a rendu

possible L'étude de la variabilité du pouvoir pathogéne de
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ce champignon. A lLa lumiére des résultats obtenus, LYintérac-
tion différentielle constatée entre les cultivars de Ll'hbte
et les isolats du pathogéne, confirme L'existence de races
physiologiques chez A. plsiL. En effet, lLe classement des
cultivars établi en fonction des niveaux d'agressivité d'une
part, et de leur sensibilité ou résistance, d'autre part,
s'est réveélé trés variable suivant Le groupe d'isolats
utilise. En particulier, il a été note la presence en
Algérie et en France, de ta 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 & ce
pathotype, la variabilité de leur niveau d'agressivité, sug-

gére L'existence de biotypes différents.

Par ailleurs, L'isolat A. pist (L/G) provenant
du Lot-et-Garonne (France), s'est montré virulent méme sur
les deux cultivars "Rondo" et "Finale", considérés jusgqu' a
alors comme résistants. Ces derniéres observations permet-
tent d'affirmer que la résistance génétique de type absence
totale de symptdmes ne semble pas exister chez le Pois.
Cependant comparativement aux autres cultivars, et de par Lle
niveau élevé de leur résistance, les deux derniers cultivars
restent d'excellents géniteurs pour Lt'amélioration de la

résistance du Pois vis-a-vis de lfanthracnose.

Grace &4 lLa disponibilité de ces cultivars
présentant une nette différence de comportement par rapport
aux cultivars sensibles du type "Merveille Keéelvedon'", il a
été possible d'examiner les événements essentiels accompagnant
L'installation de L'intéraction hdte-parasite chez un couple
compatible et chez un incompatible. A cet effet, nous avons
étudié le processus de L'infection depuis les premiéres phases
précédant la pénétration de L'hdte par Lle champignon, jusqu'a

La formation de ta nécrose.
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Les cbservations obtenues en microscopie électro-
nique a4 balayage ont montré gque le processus initial d'infec-
tion du Pois par A. plsi, est grandement influencé par La
morphologie extérieure de L'hdte. Celle-ci déterminée par
La présence trés variable des cires épicuticulaires, est Liée
soit aux conditions de développement de L'hdte, soit a Ll'age
ou & Lla nature de L'organe végétal lui-méme. 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. pisil
observées dans les cas d'absence ou de présence des cires
épicuticulaires (respectivement sur épicotyles ou sur folioles),
suggérent que ces cires n'ont aucune action chimique. Elles
doivent Btre considérées plutdt comme une barriére physigue,
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 & L'A. plsi est

4 envisager pour une confirmation de notre hypothése.

En dehors des rares cas d'entrée par les stomates,
la pénétration directe de L'organe infectieux a travers Lla
cuticule intervient le plus souvent aprés Lla formation d'un
appressorium, suivi d'un renflement mycélien sous-cuticulaire.
Celui-ci est d'autant plus marqué aux endroits dépourvus de
cires a la surface de L'hdte. Cette pénétration ne semble "
pas s'effectuer de maniére enzymatique. En effet, L'emploi
du Di-isopropylfluocrophosphate, un inhibiteur des cutinases
n'a montrée 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 événements cytologiques
intervenant au cours du processus infectieux, Les observations
ultrascructurales effectuées sur la paro% épidermique de L'hdte
ont permis de distinguer, L'existencé de deux couches morpho-
logiquement distinctes et d'épaisseur inégale. L'organisation
lamellaire et compacte pour Lle cultivar résistant et amorphe
pour le sensible, pourrait expLiquer les différences de com-
portement de L'un par rapport a L'autre. Avec les cires
épicuticulaires et la cuticule, la paroi épidermique const-
tuerait lLa premiére barriére physico-chimique de résistance du
Pois a L'anthracnose. Une analyse biochimique de ces trois
constituants, en relatijon avec le niveau de résistance,
devrait confirmer cette éventualité. §3i durant ces premiers
stades d'infection, la M.E.T. semble indiguer une pénétration
mécanique, dans d'autres cas aucune action de ce genre n'a
été constatée, suggérant ainsi une pénétration enzymatique.
Ces variations de comportement nous ont amené & considérer
que La pénéetration n'est pas exclusivement mécanique ou enzy-
matique, mais gu'elle pourrait faire intervenir les deux

actions & des proportions qui restent & préciser.

Aprés la pénétration et indépendamment de La
nature génétique de L'hdte, les renflements sous-cuticulaires
observés étaient comparables aux vésicules de certains champi-
gnons biotrophiques ou hémibiotrophiques. La progression des
hyphes & L'intérieur des cellules sous-jacentes se fait ensuite
de maniére 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 3
des degrés tres différents. Parmi les événements accompagnant

le processus d'infection du Pois par A. plsi, seuls
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Les dépdts observés en apposition avec Le champignon entre

ta parsi squeléttigue et le plasmalemme des cellules de L'hdte,
semblent avoir un Lien avec la résistance. Quant aux structures
hémisphériques plaquées contre les parois des méats cellu-
Laires dites“Corps fhet aux dépdts localisés préférentielle-

ment dans les angles des méats, leur accumulation chez Lles
cultivars sensibles est un indice de leur réle dans La forma-
tion de lLa nécrose. D'autres différences de réponses entre les
intéractions compatible. et incompatible ont été encore notées.
IL s'agit principalement de la réorientation des chloroplastes
chez L'hbote résistant et de leur destruction assez rapide chez
{'hote sensible. En revanche chez L'hdte résistant Le systéme
membranaire conserve plus longtemps son intégrité. Pour Lles
autres organites, les différences n'ont pas été aussi évidentes.
En ce gui concerne le pathogéne, une vacuolisation importante et
un cytoplasme réduit comportant peu d'organites sont observés
dans L'hdte résistant, alors qu'au niveau de L'hdte sensible

les hyphes sont normalement conservés.

D'une maniére générale, lLe stade souvent avancé
auguel Lles observations ont été faites, a surtout précisé Lla
genése de La nécrose. Si ce travail devrait &tre poursuivi,
il conviendrait d'envisager des stades d'infection plus preé-

coces pour saisir tous lLes détails du processus.

La tentative d'approche cytochimique pour carac-
tériser L'intéraction P. sacivumsA, plsi, a permis de préciser
la nature biochimique de quelgues enzymes ou de leurs produits
de réaction dans Ll'interaction compatible. Plusieurs des
métabolites secrétés par lLa plante et / ou le pathogéne ont
pu &tre identifiés et localisés . MNowus avons signalé notam-
ment La nature callosique de certains dépdts apparaissint
lors de la formation de la nécrose. De méme 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'hdte, ce sont
essentiellement les polyphénoloxydases et & moindre degré les
peroxydases qui ont été mis en évidence; ces enzymes d'oxyda-
tion sont connues pour Lleur participation dans la synthése
des polyphénols. De telles substances sont souvent impliquées
dans les mécanismes de résistance des plantes et lLa formation
de nécroses, comme cela est suggéré dans lLe cas du Pois. En
ce qui concerne les enzymes secrétées par Le pathogéne, Lla
détection de La phosphatase acide en guantité importante dans
L'environnement immédiat des hyphes constitue un donnée supplé

mentaire concernant L'arsenal enzymatique utilisé par A. plstl

durant lLa pathogenése.

A Lla Llumiére 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 phénoménes ultrastructu-
raux et cytochimigues qui sont généralement obhservés dans les
relations hdte-parasite. Sans sous-estimer les résultats
positifs obtenus relatifs & la connaissance du couple P.
sacivum/A, pisl , nous considérons indispensable de préciser
ultérieurement La chronologie de L'intervention dans la patho-

genése des métabolites et des médiateurs chimiques.
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