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RÉSUMÉ Ce travail a pour but de mettre au point la meilleure technique d’infection par Puccinia arachidis Speg. de 
folioles détachées d’arachide. Plusieurs techniques, utilisées à différentes doses d’inoculum, sont comparées. 
Leur effet sur I’effioaoite de I’inoculum est discute. L’inoculum est plus efficace à sec et àfaible dose qu’en sus- 
pension et à forte dose. 

Mots clés additionnels : Dose d’inoculum, efficacité de l’inoculuin, période de latence, période d’incubation, 
inhibiteur de germination, agent tensioactif. 

SUMMARY A coinparison of dvferent techniques for inoculating groundnut leaflets with Puccinia arachidis. 

In order to develop a method which would yield a satisfactory inoculum efficiency, several inoculation 
techniques with Puccinia arachidis Speg. were compared at various inoculum levels. The effect of technique on 
inoculum efficiency is discussed. The highest values of this variable were obtained at low inoculum levels, with 
dryspore inoculations. 

Additional key words : Inoculuin level, inoculum efficiency, latency period, incubation period, germination 
inhibitor, surfactant. 

I 

I 

I. INTRODUCTION 

Parmi les maladies de l’arachide, la rouille, due à 
Puccinia arachidis Speg., est considérée comme l’une 
des plus dommageables pour cette culture. C’est pour- 
quoi plusieurs chercheurs se sont attachés à mettre au 
point un schéma de sélection de variétés résistantes 9 
ce parasite. Les tests sont réalisés par infections artifi- 
cielles à l’aide de suspensions de spores, sur feuilles en 
survie (COOK, 198Ob) ou sur plantes entières (Mc VEY, 
1965, SUBRAHMANYAM et al., 1980). 

L’emploi de suspensions de spores peut présenter 
des inconvénients dans ce type d’études. En effet, les 
spores de P. arachidis produisent un auto-inhibiteur 
de germination (FOUNDIN & MACKO, 1974) suscepti- 
ble d’entraîner une diminution de l’efficacité de l’ino- 
culum. Par ailleurs, la mise en suspension de ces spo- 
res est difficile (COOK, 198Oa), rendant délicate I’éva- 
luation des doses d’inoculum employées. Certains 

auteurs ont donc utilisé des tensioactifs afin d’obtenir 
des suspensions homogènes (MC VEY, 1965), excluant 
alors de leurs résultats une des composantes de la 
résistance de la plante au parasite : les différences 
dues à la mouillabilité des feuilles en fonction soit de 
leur âge, soit de la variété testée (COOK, 1980b). I1 est 
enfin vraisemblable qu’en conditions naturelles, la dis- 
sémination soit, en partie au moins, le fait du vent. 
Une contamination par voie sèche serait alors plus 
proche des conditions d’infections naturelles les plus 
fréquentes. Une telle technique est couramment mise 
en œuvre pour I’étude de couples h8te-rouille de 
régions tempérées, tels que Triticum aestivum-Pucci- 
nia spp. (MEHTA & ZADOKS, 1970 ; RAPILLY et al., 
1970). 

Avant d’aborder une étude sur les interactions entre 
l’arachide et P. arachidis, nous avons donc jugé utile 
de comparer les deux types de méthodes d’infection 
(par voie humide et par voie sèche) quant à leur inté- 
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I I .  METHODES 

Trois séries d’infections sont effectuées sur des 
folioles détachées mises en survie : les 2 premières 
séries d’expériences (I et II) permettent de comparer 5 
méthodes d’infection ; la 3e (III) est réalisée afin 
d’estimer l’effet d’un agent tensio-actif, le Triton 
X-100, sur l’efficacité de I’inoculum (tabl. 1). 

A. Matériel végétal 

La variété d’arachide utilisée est une variété locale, 
de type (< Spanish n, à cycle court et à port érigé, très 
sensible ;i la rouille. Les 2‘ et 3e feuilles des plantes 
cultivées en pot au laboratoire sont prélevées lorsque 
celles-ci sont àgées d’environ 1 mois. Leurs Folioles 
sont placées, sur la face supérieure, dans des boites de 
Petri dont le fond est recouvert d’un papier filtre 
humide qui y assure une humidité saturante. Dans ces 
conditions, la face inférieure des feuilles observées in 
situ à la loupe, ne présente aucune trace d’humidité 
sous forme de gouttelettes. De telles feuilles portent, a 
leur face inférieure, environ 10 O00 à 15 O00 sto- 
mates/cm’. 

B. Pdparation de I’inoculum 

Les spores de P. nrachidis utilisées au cours de ces 
essais proviennent d’un stock d’inoculum entretenu 
par infections de folioles détachées. Ces infections 
préliminaires sont effectuées 12 à 13 j avant les essais 
proprement dits et, dans les conditions où ce matériel 

est maintenu, la déhiscence des urédosores a lieu 2 à 
3 j avant la récolte de leur contenu. Celle-ci est effec- 
tuee par grattage de la surface des folioles. 

C. Techniques d’infection 

Pour chaque méthode testée au cours des expérien- 
ces I, II et III, l’inoculum est préparé comme indiqué 
(tabl. 1). Dans tous les cas, les infections sont réali- 
sées sur la face inférieure des foIioles. Les méthodes 1 
et 2 mettent en œuvre un inoculum sec, sous forme 
d’un mélange de spores et de kaolin. La méthode 2 
n’est qu’une variante de la méthode I ,  avec un mouil- 
lage des folioles par pulvérisation d’eau distillée avant 
contarninsttinn. Les autres methodes mettent en ceuvre 
des suspensions de spores dans de l’eau additionnée 
de Triton S-100 a différentes concentrations. La 
méthode 5 ,  variante de la méthode 4, correspond à la 
mise en suspension dans une solution de Triton 5-100 
à 0,Ol p. 100 (v/v) du mélange spores-kaolin aux 
doses d’inoculum voulues. 

Au cours des expériences I (méthodes 1 et 3) et II 
(méthodes 1,  2, 4 et 5 ) ,  cinq niveaux d’inoculum, dési- 
gnés par : N, N/5, N/lo,  N/50 et N/100, sont utili- 
sés. Le poids de spores employé pour obtenir la dose 
N est calculé afin d’atteindre environ 270 spores/cm2 
de feuille. Chaque traitement (méthode x dose) est 
répété sur 8 folioles. 

L’effet éventuel du Triton 5-100 sur l’efficacité de 
l’inoculum est étudié en réalisant une 3‘ série d’infec- 
tions (experience III). Des solutions de concentrations 
décroissantes de ce tensioactif sont utilisées pour pré- 
parer des suspensions de spores : 0,l p. 100 (méthode 
31, 0,Ol p. 100 (méthode 41, 0,001 p. 100 (méthode 6) ,  
ainsi que de l’eau distillée (méthode 7). Les essais 

4 sec Type de mithode 
d’infection 

Avec une au\pension de spores 

NumC.ro de la 
méthode 1 3 4 5 6 

Numero de 
I’expkrience au 1 1 

cours de laquelle II I I  II II 
la methodr a etc III  I I I  111 I I I  111 

tatee 

Pnidz de melange zpores-haohn 
utilhe : 200 mg 

Dar boite de Petri 

Volitme de rii<pen5ion de spore5 p~l \er i iz  par boîte de Petri : 300 pl  
A\ec le< concentratioil\ en Triton X-I00 (1 1) wiantes  : Preparation de 

I’inoculum 0.1 “o 0,Ol  rfi u,01 n;, 0,001 “o o 

PulvCrisation 
d’eau distillGe 

Remarques Timoin siir It.\ foliole!. 
want 

con tominat ion 

Suzpen\ion 
prepartte n iec  
un melange 

spore\-kaolin 

Pour les expcrienies I et I I .  5 doses d’irloculiim soni utilisees (N, N 5, N 10, N SO, U 100, Loir teste) : au c‘ours de l’expérience 111, une 

I n  erperirnenrs 1 and 11, fise inoculum le;.els (N, N 5, N I O ,  K 50. N l(10. see textì nere tested : in experiment 111. only one level R I S  wed : 
~eiile dose e31 utiljske : N ICI .  Chaque boîte de Petri contient 2 folioles. 

N lij. Each Petri dish santained t n s 3  leaflet\. 
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d’infection sont effectués au niveau d’inoculum N/10 
et chacun de ces 4 traitements est répété sur 12 folio- 
les. Par ailleurs, au cours de cet essai, la germination 
des spores est estimée à partir de l’observation de 200 
spores au moins, après 20 h d’incubation, sur des 
lames de verre recouvertes de vaseline et placées dans 
les boîtes de Petri avant les pulvérisations. 

La méthode 1, utilisée au cours de chaque expé- 
rience, peut être considérée comme témoin. 

D. Quantité de spores déposées 

Les doses d’inoculum effectivement apportées aux 
folioles sont contrôlées en plaçant des lames de verre 
recouvertes de vaseline dans les boîtes de Petri. Les 
lames sont prélevées après pulvérisation, afin d’esti- 
mer le nombre de spores déposées par unité de sur- 
face. Six comptages sur 1 cm2 sont effectués pour cha- 
que traitement. 

E. Conservation des feuilles infectées et observations 
e 

Les boîtes de Petri contenant les folioles infectées 
sont placées dans -une enceinte à température contrô- 
lée et maintenue à 27’5 +. 1 OC, sous un éclairage 
réduit (400 W .  m-2) et avec une photopériode de 
12 h. La contamination est suivie d’une période 
d’obscurité de 12 h ; il s’agit là d’une mesure de pré- 
caution, découlant des résultats obtenus pour la 
rouille brune du blé (ZADOKS, 1967). 

Au cours de cette étude, l’efficacité de I’inoculum 
(E.I.), au sens de SCHEIN (1964)’ est calculée comme 
la proportion de spores produisant une lésion. Ce 
paramètre est estimé grâce au dénombrement du 
maximum de lésions apparues sur les folioles. Ce 
nombre maximum de lésions est atteint, dans les trai- 
tements, au 12e j après inoculation. Le nombre de 
lésions par unité de surface foliaire, est calculé en esti- 
mant la surface de chaque foliole par : TLX 1’4 où L 
et 1 représentent sa longueur et sa largeur. 

III. RÉSULTATS 

A. Première et seconde série d’infections (Expériences 
I et II) 

1. Contrôle du nombre de spores déposées par unité 
de surface 

Pour les 5 méthodes mises en œuvre dans les séries 
d’infections I et II, les différentes doses d’inoculum 
sont obtenues avec une dispersion homogène (tabl. 2) 
et correspondent effectivement aux dilutions indiquées 
(N, N/5, NAO, N/50, N/lOQ). I1 convient, toutefois, 
de noter que les dispersions des résultats obtenus pour 
les doses NI50 et NA00 sont telles que ces 2 traite- 
ments peuvent être considérés comme équivalents dans 
certains cas. 

2. Efficacité de I’inoculunt en fonction des techniques 
utilisées 

Les valeurs obtenues pour l’efficacité de l’inoculum 
(tabl. 3, E.I.) sont beaucoup plus fortes pour les 
méthodes 1 (expériences I et II) et 2 (expérience II) ; 
cette variable prend une valeur particulièrement faible 
dans le cas de la méthode 3 (expérience I). 

I1 faut, par ailleurs, noter l’accroissement de E.I. 
entre les traitements N et N/100, pour toutes les 
méthodes. Cet accroissement de l’efficacité avec des 
doses décroissantes d’inoculum paraît plus important 
pour les méthodes 3, 4 et 5 que pour les méthodes 1 et 
2. L’analyse de la variance de ces résultats indique un 
effet significatif des traitements (dose et méthode) sur 
l’efficacité de l’inoculum. L’effet des méthodes est 
très important (F (méthodes) = 43’5)’ alors que celui 
des doses d’inoculum (F (Doses) = 6’0) est moindre, 
tout en demeurant très significatif (Ftables = 3,0, au 
seuil de 95 p. 100). 

TABLEAU 2 

Nonibre de spores d4posées par unités de surface (&périences I et Ir). 
Number of spores deposited per surface unit (experiments I and Il). 

Expérience Méthode 
N N/5 

Doses 
N/lo N/50 NA00 

1 252 (19), 6o (7)b 26 (1,8), 3,7 (O&, 2 2  (0,5)f 
2 275 (61, 58 (4)b 31 (51, 792 (192)de 4,o (i,iief 

26 (0,8), - 2,5 (o,6if 1 286 (12), - 
57 (2,7)b 31 (5,2), 4,7 (o,4id, 3~ (0~71,~ 

260 (ll), 77 (733)b 32 (3,5), 5,7 (0,g)de 2,s ( 0 ~ 5 ) ~  
5 273 (131, 57 2s (321, 795 (192)d 3,o (0,7ief 

I 

3 258 (lo), 
4 

II 

Chaque valeur (suivie par son erreur-standard entre parenthèses) correspond à la moyenne de 6 comptages sur 1 cmz. 
Les valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 99 070 (test de Student pour petits échantillons). 
Each value is the mean of 6 counts on 1 cm2 and is followed by its standard error. 
The data which are followed by different letters are significantly different at 99 percent level (Student’s t test ror small samples). 
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TABLE.SU 3 
Eypt‘rierices I er II : nombre de It‘Jions par citi2 de .feuille er eJficacite de I’inocuhm en .fonction des traireiiienrs. 

E.yeriiiienis I and II : nimiber of lesions per squure centimeter of leqf and inocitlirrn efficiency of each rnerhnd at vnriniis inocirhrm levels. 

Nombre de Efficaciti de 
Expérience Méthode Do5e Ibionsicm~ (1) I’inoculum (‘E.I.) (2) 

? 
N 36,4 a ( 3 )  0,14 d 
N 5  16,O hc 0,26 c 

1 N 10 8,s cd 0,32 bc 
N 50 1,5 d 0,38 a 
N 100 0,s d 0,36 ah 

N 0,3 d 0,001 h 
N ’5 0,3 d 0,005 gh 

3 N 10  0, l  d 0.010 h 
N 50 0,l d 0.012 gh 
“100 0,1 d 

I 

11,028 fgh 

1 
N 
N 10 
N 100 

30,O a 
7,2 cd 
0,s d 

rr.10 de 
0,2x c 
0,32 bc 

N 
N 5  

I N 10 
N 50 
N 100 

7 

11 N 
N 5  

-i N 10 
N 50 
N ion 

31,J a 
19,l h 
8,5 cd 
1,s d 
0,s d 

7,0 cd 
l,-i d 
i49 d 
(1,s d 
0.3  d 

[ ) ,I3 de 
0,31 abc 
0,28 c 
0.31 hc 
0,29 c 

0,026 fgh 
0.018 gh 
0,028 fgh 
I4087 def 
o,o91 def 

5 

N 
N S  
N 10 
N 50 
N IOU 

5,U d 
3,6 d 
2,0 d 
(1,7 d 
0,s d 

0,018 gh 
0,063 efg 
0.071 ef 
0,093 def 
O. 151 d 

( I )  Yombre de lisinnn cm2 : moyenne sur 8 folioles, plu< petite diffkrence significative au seuil de 99 “(I : 10,3. 
Number ot lesions per cm‘ o f  leat (mean of 8 results, least iignificant difference at 99 “ i l  h e 1  : 10.3). 

(2) Etficacite de I’inoculum en nombre de lesion5 apparues par spore diposee : moyenne sur 8 folioles ; plus petite ditfirrnce significative au 
seriil de 99 3 : 0.067. 
Inoculum efficiency, as numher of lesions ohrained per depoded spore (mean of P results. least significant ditference at 99 “o level : 
¡).067). 

Data tollowed by ditterelit lrtterh ;ire signiticantly difterent at 99 ”n l ae l .  

i 
(3) Les \aleiir\ suivies de lettre\ differentes Sollt significatt\-ement ditferentes n u  <euil de QV r(i. 

B. Troisième série d’infections (Expérience III j 

Le tableau 4 fait apparaître un net effet de la con- 
centration en Triton X-100 sur la germination des spo- 
res et sur l’efficacité de I’inoculum apporte. Par ail- 
leurs, on constate que, si la germination des spores est 
aussi bonne dans l’eau qu’à sec (Témoin, Methode 1)’ 
l’efficacité de l’inoculum est, par contre, nettement 
meilleure à sec (0’32) que dans l’eau (0’07). 

IV.  DISCUSSION 

EfficacitC de l’inoculum 

Les methodes 1 et 2 sont les plus efficaces parmi 
celles qui ont eté testées dans les experiences I et II. 
Ces 2 mithodes paraissent équilalentes ; I’humecta- 

tion des feuilles préalablement à l’apport d’inoculum 
(méthode 3) ne semble avoir aucun effet sur le succès 
des infectionc. L’écart qui les sépare des autres metho- 
des utilisees peut être attribut, en partie, à l’effet d’un 
auto-inhibiteur de germination durant la préparation 
des suspensions de spores aux doses voulues (FOUN- 
DIN & h’íACKO, 1974). 

Cette hypothbe est confirmee par les résultats de la 
3e serie (III) d’infections (tabl. 4)’ qui indiquent que 
des concentrations croissantes de Triton X-100 dimi- 
nuent le pourcentage de germination des spores et E.I. 
Ces résultats montrent, par ailleurs, que E.I. est plus 
élevé avec un inoculum à sec (0,321 qu’avec un inocu- 
lum en suspension dans l’eau (0’07). Cette derniere 
laleur semble equivalente à celle qui peut être calculée 
i partir des resultats obtenus par COOh (1980a1, par 
une technique analogue (O, I l ) .  

Par ailleurs, pour les 2 premieres séries d’inocula- 
tions C I  et TI), on remarque que E.I. tend à diminuer 
lorsque la dose d’inoculum appliquee augmente 
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TABLEAU 4 
Troisième sPrie d’infections fIII) : pourcentages de germination des spores et efficacit4 des infections 

en fonction des concentrations de Triton X-100 utiliséo. 
Third experinrent fIIJ : spore germination percentages and inoculum efficiency depending on the concentrations of Triton X-1 OO. 

Concentration O 0,001 0,Ol O J  Témoin : 
en Triton X-100 (1) (Méthode 7) (Méthode 6) (Méthode 4) (Méthode 3) (Méthode 1) 

Vo germination (2) 96 92 70 8 1 O0 

Efficacité (E.I.) (3) 0,07, 0,05hc 0,006, 0,002, 032, 

(1) En Vo (v/v). In 070 (v/v). 
(2) Pourcentages de germination des spores après 20 h, en Vo par rapport au témoin (Méthode 1). 
Percentages of spore germination after 20 h, as a percent of the control (Method no 1). 
(3) Efficacité de I’inoculum en nombre de lésion par spore déposée. 
Inoculum efficiency as a number of lesion per deposited spore. 
Chaque valeur est la moyenne de 12 observations. Les valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 99 Vo 

Each figure is the mean of 12 replications. Figures followed by different letters are significantly different at 99 070 level (Student’s test). 
(test de Student). 

(tabl. 3). Cette décroissance a, vraisemblablement, 
plusieurs causes ; en particulier, lorsque les spores 
sont en suspension, la production d’un inhibiteur de 
germination dont la concentration croît avec la dose 
d’inoculum (ce facteur jouerait principalement pour 
les méthodes 3, 4 et 5) .  

I1 convient de noter que des résultats variables ont 
été obtenus à ce sujet pour d’autres couples hôte- 
Puccinia. Ainsi, MEHTA & ZADOKS (1970), dans le cas 
de P. recondita, n’ont pas observé de relation entre 
dose et efficacité d’inoculum. Par contre TENG & 
CLOSE (1978) ont mis en évidence une nette augmen- 
tation de l’efficacité de l’inoculum lorsque la dose 
s’accroît dans le cas de la rouille de l’orge (P. hordei 
Otth.). 

V. CONCLUSION 

La comparaison de ces différentes techniques mon- 
tre que l’infection de feuilles d’arachide.par des spores 

de P. arachidis s’effectue avec une fréquence de suc- 
cès beaucoup plus grande lorsque l’inoculum est 
appliqué à sec, en atmosphère saturCe, plutôt que sous 
forme de suspension de spores dans l’eau. 

I1 est vraisemblable que la dissémination des spores 
de Puccinia arachidis soit surtout éolienne. La 
méthode d’infection 9 sec décrite ici (méthode 1) per- 
met donc de prendre en compte cet aspect de la biolo- 
gie du parasite. 
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