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ETUDE DE LA CZRCOSPORIOSE DE L'ARACHIDE




Ila eergosporiose de lL'Arachide est provoguée par Jeux
champignons : Cercospora persgnata (Berk. ef Curt.) Ellis et Everhart
et Cercogpora arachidicola Hori,

De nombreux travaux ont €48 effectuds sur ces deux paro-
sites mais l'examen de la littérature permet de pelever um certain
nombre de contradictions et laisse des points non étudiés.

Plusieurs questions seéront abordées dans ce rapport gui
portera subout sur Cercospors grachidicols.

= La culture du champignon en milieu synthétique.
= L'étude de difféﬁents isolements monospores.

~ Bssgis d'infection 2 partir d'une culture pure.

O a B &

~ L'action des facteurs de c*oissance sur le dévelop-
perent du champignoen.

B =~ La germination des spores.

F - La modification de la composition de la feuille
. sous l'action du paragite.

@ - Isgais d'obiention de cultures de tissus a‘Araéhide.



A - LE CHAXPIGNON Ell CULTURE PURE

La question de la culture des 2 especes de Cercospora de
1*Arvachide en milieu synthétique a donné lieu & des travaux contrg-
dictoires, certains auteurs comme Jenkins (1) et Miller (2) ayant
obtenu des résultats positifs, alors que Roldan et Querijero {(5)
avaient des résultats négatifs. '

I - Isolement du matériel

Des arachides présentant des taches foliaires dies &
Cercospora grachidicola ont été récoltées en plusieurs points :
Grand Bassam, Asginié, Eboinda, tous ces enplacements étant situds
gur le cordon littoral ou l'arachide est cultivée par les Africains
sur de petites surfaces.

Les fouilles atteintes ont é4é mises en chambre humide,
le péteole plongeant dans un tube conterant une solution de Knop
pour maintenir la survie le plus longtemps possible.

Des conidies se sont développdes sur un certain nombre de
lésions. Prélevées sous la loﬁpe binoculaire, elles ont é{& ense-
mencées en tube contenant un milieu & base de papaye gélosde. Au bowt
de 5 & 6 jours des colonies sont apparues sous forme de petits points
noire de la taille d%un t8te dtépingle.

Ces cultures primaires aprés plusisurs repiquages on%
donné une guantité suffisante de matériel pour permettre wne dtude
morphologique du parasite en culture pure:

2 - Etude du développenent des colonies en culture
La c¢roissance du chanpignon a été suivie sur lames de

~

verre. Sur celles-ci a été déposée une goubte de milieu gélosé 4 1la
papaye. Les lames sont placdes en boltes de Petri ; 1'hunidité est
asgurée par un coton inmbibé d'eau stérile. L'ensenencement est

Y
5]

ssuré par une goutte de suspension de spores ; les lames sont



exaninées au microscope L intervalles réguliers.

- Agres 24 neures

Les conidies ont germé et les tubes germinatifs peuvent
dépasser la longueur de la spore. La majorité d'entre cux se déve-
loppe & partir des cellules basale et apicale, plus rarement & par-
tir des cellules du centre de la conidie.

~ Aprés 48 heures

Les tubes germinetifs se sont allongés. Certains commen—
cent & pénédtrer & 1'intéricur de la gélose. D'autre tubes se sont
formés & partir des cellules centrales de la conidie (figure 1).

~ Aprds 3 jours

Les coloniés commencent & 8tre visibles & 1'oeil nu ; la
croissance qui jusqu'lici avait été superficielle, se fait nussi en
épaisseur. La figure 2 montre l'aspect du myeélium de la jeune o=

lonie.

- Aprés 4 jours
Lz colonie est bien développée et les premidres conidies

i

sont visibles.

3 - Hfilieux de culture utilisés

Des essais de mige en culture ont été réalisés avec un
certain nombre de nilieux gélosés : riz, pomme de terre, mais,
papaye, Sabouraud, laltea.

Sur tous ces milieux, la culture stest avérée possible.
Les colonies provenant d'un enscmencement réalisé i partir d'ua
frottis sont visibles & partir de 2 & 3 jours.

-

Un essai a été réelisé & partir d'un milieu de Czapeck
gélosé. La culiure 2 pu 8tre réalisée ; cependant la croissance est
beaucoun plus lente gque dans les essals précédents; Les colonies ne
sont visibles que 5 & 6 jours apris 1'ensemencement.

Pour des raisons de commodité toutes les souchgs ubtilisdes
ont é%é entretenues sur milieu de papaye gélosée. '
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4 - Aspect des colonies adultes

Hacroscopiquenent elles présentent l'aspecet de petites
sphéres pouvant atteindre plusieurs millimetres de diamétre ; elles
sont & demi immergées dans le milieu de culture ; elles sont héris
podes de filaments mycéliens dressés (photo 1 colonie jeunme, photo
2 colonies 8gdes de 12 jours).

Une coupe dans ces colonies permet de distinguer 3 zones
prineipales : (figure 3)

~ une zone interné formée de filaments bruns qui se déve-
loppent &4 l'intérieur de la gélose et peuvent &tre assimilés i des
filaments nourriciers.

- Une zone moyenne se développant & llextérieur de la
gélogse et formée par un mycélium brun d*aspect plus ou moins moni-
liforme (figure 4).

-~ une zone externe formée de filaments dressés de couleur
plus elaire (hyalins 3 subhyalins). C'est la zone fertile. Parmi
ces filaments érigés, certains vont jouer le r8le de conidiophores
bien qu'ils ne soient pas différents des autres filaments et vont
porter les conidies (photo 3).

5 = Egsais damélioration de la croissance du champiszpnon en culture

Nous voyons que la croissance de Cercospora arachidicola
reste limitée, un ensemencenment réalisé par point ne couvrira pas
la surface du milieu fourni. Pour essayer dfaméliorer cette erois-~
sance, plusieurs essais ont été Pfaits.

a) enrichigsement du milicu
Cet cssal a été réalisé en ajoutant au milieu a base de
papaye soit un mélange de facteurs de c¢roissance (thianine 10"’7 -
riboflavine 5,107C - pyridoxine 10~7 « biotine 5.1077 - geide
panthoténique 5.1077 - inositol 5.1077), scit du lait de coeo & 20 o
L'ensenencenent a ¢té réalisé par uwne suspension spores + fragments

de mycéliun.
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Nous n'avons pas constaté d'accroissenent dans la crois-
sance des colonies celles-ci restant toujours isolées.

b) essai poriant sur la dureté du milieu
Cet essai a été réalisé sur militu & base de papaye auquel
ont été ajoutés des doses croissantes dec gélose 5, 10, 15, 20, 25
grarmes/litee.

Aucune différence n'est apparue dans la taille des colo-
nies.

Action sur 1z fertilité des cultures

Plusicurs auteurs dont Nagel (4) et Ryker (6) ont signalé
pour d'autres espdces de Cercogpora la production fréquente en cul=-
ture de colonies stériles. Nos cultures de Cercospora arachidicola
étant fertiles, certains traitements ont été essayés pour voir si
cette fertilité était un facteur constant.

a) Repiquage & partir de myeélium
Les repiguages effectuds se faisant par frottis utilisent
surtout lao partie superficielle des cecolonies ; nous avons voulu voir
8i 1l'on obtiendrait pas des colonies stériles ou du moing d'aspect
différent en partant du mycélium interme.

Les essais ont été réalisés sur la souche & B I (woir
chapitre B) cultivée sur papaye gélosée. La culture est retournde
sur une boite de Petri stérile, les colonies étant en contact avec
le verre.

Un fragment de gélose est découpé avec une agiguille lan-
céolée et déposé en tube. Les nouvelles colonies formées dtaient
fertiles. L'essail g ét¢ poursuivi pendant 4 repiquages successifs @
la fertilité east restée constante. I1 ne semble donc pas que 12 na-
ture du fragment servant au repiquage intervienne.

b) repiquage  partir de colonies 8zées
Des essais ont été effectués en repiquant & partir de
cultures 4gées de 1 & 2 mois. La croissance des nouvelles colonies

est beaucoup plus lente : elles ne sont visibles qu'apres 5 & 6 jours.
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Mais dans fous les cas aucune action n'a été observée sur la ferti-
1ité : i1 y a toujours production de conidies.

¢) repicuases succossifs sur un méme wmilisu
Toutes les souches isolées ont été repiquées uniguenment
sur milieu & base de papaye gélosdée pendant un an gans qu'aucune
action ne soit notée sur la fertilité des colonies.
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1) Cbbention de souches issues d'un méme tube germinatif

Pour éliminer ltaction possible d'une population hétéro-
zéne dans los expériences réalisdes et pour séparer des yzces dif-
férentes si elles cxistent, on a essayé d'obtenir des souches issgues

-

d'un mbne noyau.

La conidie de {ercospora arachigicola est pluricellulaire.
I1 faut done, ou observer le début de la formation de la spore et
savoir 8i elle est issuc d'une cellule mononuclée, ou observer la
conidie ellc-méme. La derniere méthode est plus simple. Cependant
la coloration des noyaux de la spore s'est avérée difficile & ob=
tenirs Plusieurs cgsais ont été effectués awvec des techniques dif-

férentes @

- coloration au Feulgen ' ) fixation 24

- coloratlon & l'nématoxyline avec différen- ; _ .
ciation & l'alun de fer heures au Drazil

-~ coloration au carmin dcétique apres fixation 4 l'alcool
zeétique.

Auvcune de ces techniques n'a donné de résultats.

On 2 alors essayé la méthode utilisée par Calpouzos sur
les spores de Cercosporz musae, Un frottis de spores est monté entre
lame et lamelle dana une solution d'hématoxyline additionnde de 1 %
d%alun de fer. Aprds 3 jours, dans certainces cellulées de conidies,
des noyaux ont été observés, mais on nta jamais pu avoir la colora-
tion compnldéte d'une conidie.

Dans tous les cas ou une ccloration a été obtenue, un seul

noyau a €té obzservé par cellule.
Obtention des lismées nures

Des cultures ont été fdallsee» 5 partir d'isolements de
lésions wenant de deux emplaceﬂents : Grand Bassam, Assinié, situés

sgur le cordon littoral.

Les conidies sont isolées & partir des lésions sous le
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binoculaire et nmises & gerner en boites de .etri contenant de la
rdlose & 3 %. Au bout de 2 jours les tubes germinatifs se sont dée-
veloppés d'une fagon suffisante pour pouvoir &tre coupés. L'opéra-
tion est effectuée avec une aiguille de verre fine cassée & 1'extré-
nité de facon & aveir une faece coupante. On prélove alors le cube
de gélose sur lequel se trouve le tube germinatif et le tout est
nlacé en tube de papaye gélosdce.

Aprés 10 jours la colonie obtenus a atteint une taille
suffisante pour pouvoir 8&tre repigude.

Les expériences wltériecures seront toutes faites & partir
G*un des isolemeants venant de Grand bBassam et appelé GB 1.

2) Btude de la morphologie de la population conidienne en culture
are . b . . .
Avant de procéder & des mensurations sur les diffdrentes

souches pour définir leurs caractéristiques, nous avons voulu voir
si la population conidienne subissait des variations suivant 1'8ge
des colonies.

Pour cela on a mesuré la longueur et le nombre de cloi-
sons des conidies de la souche G B 1 sur des cultures 8gdes de 6 &
14 jouwrs. (les mesures de la larzeur des conidies n'a pas montré
de différences, on obtient 3 &4 5 ), 150 spores ont &été mesurées
pour chaque jour. Les deux tableaux suivants donnent les résultats
de cet essei (n° 1 et 2). L'étude statistique montre qu'il existe
des différences significatives entre ces mesures (les séries de
nesures pour 10 et 11 jours sortant des limites).

Pour voir si ces différences étaient dues 2 1l'8ge de la
culture ou se produisaient au hasard, une deuxiene série de mesures
a éié faite sur des colonies 8gées de 9 & 12 jours. Le tableau 3
donne lzg résultats.

L'analyse montre gu'il cexiste des différences significa-
tives enitre les mesures sur les gpores du néne jour pour les deux

ecgals.
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On ne peut donc se baser sur cette méthode pour
établiv les caractéristiques d*ume souche. Les mensurations faites
& partir de spores prélevées sur des 1lésions ont donné ds meilleurs
résultats comme nous gllons le voir. '
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C - DSSAT D'INFECTION ET MENSURATION DES SPORES ISSUES DES LESIONS

~ Méthode utilisée -
Pour ¢toblir si la souche G B 1 cultiwée en tubes avait
conservé son pouvoir pathogéne, un essai d'infection a été rdalisé.

On & utilisé pour cela la variété d'arachide 26-29 sélee=- =
tionpée & Bambey et cultivée en serre dans les cuves en ciment. Au
moument de l'inoculation les plantes étaient #zfes de 2 mois.

L'inoculum est constitué pér une suspension de spores
obtenue en immergeant la culture sur papaye gélosée dans un réci-
pient'contenant de 1'eau bidistilliée, La suspension est alors pul-
vérisée sur les feuilles. Pour maintenir une atmosphdre humide pen~
dant le temps ndcessaire b la pénétration, les carrés ensemencés
ontgété recouverts de polyéthyléne transparent, i l'intérieui du=-
quel on a pulvérisé de l'eau.

La date exacte d'epparition des premidres lésions est
difficile & établir car les arachideé cultivées en gerre souffrent
d'un défaut d*éclairase et le limbe n'était pas de covnleur uniforme.
Cette date se situe ndanmoins entre 8 et 10 jourss |

Ces taches ont donné des conidies & la surface supérieurs
des 1lésions. '

2 ~rDeflﬂlhlon de lg souche ¢ B 1

Des spores ont été prelevéeo sur des lémions. On g pris
des taches ol les econidies étaient bien formées et ob l'on peut
cstimer la population conidienne comme adulte.

' Des essais ont &té effectuds h des dates différentes pour
v01r s'il existalt une variation des zesures‘dans le temps comme |
pour 1'essai A purtlr de cultures pures 3 500 spores ont été mesu-
rées chaque fois. ‘

Les deux tableaux guivantgs donnent le résultat des deux
aéries de mesures @ '
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é n®2 156 :TT : 431 : 147 : 82 : 19 : 3 §

L'analyse statistique montre qu'il n*existe pas de dif-
férences significatives entre cés deux séries.

I1 semblerait done que le préldvement de spores sur les
lésions, pour unc arachide de variété donndée, constitue la meil-
leure néthode de définition de la souche.

Ainsi pour G B 1, la somme des nmesures des 2 essais per—
met d'en donner les caractéristiques :

Hoyenne des longueurs : 62,99 "
{loyenne du nombre de cloisons : 5,59

Les deux courbes suivantes donnent la répartition des
mesures.

Cette méthode devrait &tre essayée avec d'autres isole-
lements mono - tube germinatif venant de Grand Bassam et dfAssinie.
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} Des différences dans lisspect cultural peuvent déjd
8tre notées sur papaye géloasée :

G B2 : colonies de couleur noire, gélose incolore ou peine
rose ,

A1 : eolonies noires, gélose légdreuwent rose

A 2 : colonieg moires, gélose incolore .

A3 : colonies brun roux, forte coloration en rose de la

A gélose '
A4 coloaies brun clair, legere coloration rogse

Pour cnaeune de ceés sousches devralt gtre. egalement teste
le pouv01r patnogene. '
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D - ESSAT DE L'ACTION DES PACTEURS DE CROISSANCE SUR CERCOSPORA
ARACHIDICCLA

Pour expliquer les divergences relevées dans la littéra-
ture, et avant dtenvisauer une différence de races, il éteit inté-
ressant de voir si la croissance du champignon n'était pas tribu-
taire de la présence dans le milicu de certains facteurs de crois-
sance.

Nous avong vu que le parasite a pu &tre cultivé sur milieun
de Czapeck gélosé. Pour préciser ces résultats, nous avons étudié
l'action d'un ensemble de faecteurs de croissance sur Cercospora
arachidicola. Cette étude a eu surtout pour but de mettre au point
une méthode de mesure et non de tester les vitamines wne 3 une.

1) Essai sur bande de papier en tube de Roux

L*essal de l'action des facteurs dc¢ croissance ne peut
ge faire valablenent sur milieu gélosé puisque l'on ignore ce
quapporte la gélose.

L'essai a été offcetué en tubes de Roux. La partie in-
férieure du tube est reomplie jusqu'd lt!étranglement avec une solu~
tion liguide de Czapeck & laguelle ont €té ajoutéds des facteurs de
croissance & la concentration suivante ¢

- Thiamine : 1077

- Riboflavine : 5.10
Pyridoxine H C1 : 107

~ Acide panthoténique 5010”7

= Acide paraninobenzoique : 5.10
- Tnositol : 5.,10“"7

~ Biotine : 5.1072

=8

é

-8

Le témoin est la solution de Czapeck seule.

Une bande de papier filtre de 5 & 6 cm de longueur et de
1 en de largzeur plonge pour 1/4 dans la solution et dépasse pour le
reste & l'intérieur du tube. L'ensemcntenment est effectué sur cette
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zoue avec une goutte d'une suspension de spores gt de fraguents de
myeélium., -

Au bout de 8 jours les bandes de papier filtre sont sor-
ties et montées entre lame et lamelle dang du lactopbénol. La sur-
face de la colonie est mesurée : on l'inclut dans un rectangle
théorique dont la surface est calculée.

Tes résultats suivante ont ét¢ obtenus : Czapeck + fac-
teurs de croissance ' '

( Surface e& 1/100 mmz'i Hombre dé célcnieé‘)
0=~ 9 3
10 = 19 : 18
20 = 29 ¢ 40
30 - 39 69
40 - 49 : 59
50 = 59 : 54
60 - 69 : 37
70 - 79 20

80 - 89 : 14 ;
90 - 99 : 9
100 =109 : 9
110 ~119 4
140 149 : 3

- Moyenne des 339 nmesures : 49  1/100 om®
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Czapeck seul : .

( .
Surface en 1/100 -
0= 9
20 = 29

99
62
22

10 « 19
30 - 39
40 = 49
50 - 59
60 - 69
70 - 79
80 - 89
90 -~ 99
100 -~109

110 =119
g 120 -129
{
(
(

N
n

)
Nombre de colonies %

3
21

T8
Wous woyons donc qu'il existe ume différence entre la

QT 00 33 S0 4% 20 QO PH & 4O o8 L &8 OO

/0 60 ae 0o

90 90 DG e® 00 0O

130 =139 -
18C ~189

- e = YW YOO

Moyenne des 323 mesures : 34 1/100 mm

meoyonne des deux mesSures.

Cependent eette méthode n'a pu 8tre retenue :
~ i la série de mesures relatives & l'essai Czapeck + vita~
mines peut &ire ajusiée 4 une loi norwmale, il n'en est pas de
méme pour la séric Czapeck, c¥ gqui rend ltinterprétation statis-
tique difficile.

-~ on ne peut pas tenir compte dans cet essai de la croissance
cn épaisseur de la colonie.
- cnfin cet essai ayant été le premicr effcctué n'a pas é4é
fait sur une souche wenant d'un isolement monosnore.
Unc deuzidne expérience a été effectuée en milieu liquide.
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2) Bssai en milieu liguide b pawrtir de souches purifiées

by

Lfesgal a ¢té effectud &
a) purification de la Souehe.

partir de la souche G B 1 ¢

Pour éliminer tout apport de facteurs de eroissance par
le champignon lui-mdine, 2 purifications ont €té effectudes sur
Czapeck.

La méthode utilisde est celle de l'exzpéricnee précédente:
tubes de Rouz contenant la solution 2 la partie inférieur dans
laquelle plonge une lamelle de papier filtre. '

Y

Ces lamélles sont ensemencées par frottis & partir 4d'une
culture sur papaye pélosée 8gée de 8 jours.

Apres 15 3ours les colonies se sont développées sur les
lamelles de papier d'une facon suffisante pour pouvoir Bire repi-
- quées.

Le deuxiéme repiquage de purification a liew de la ménme
naniére que préeédenment.

b) Essaj des facteurs de eroissance

Deux lots de tubes de méme dismetre sont prépardés, l'ua
contenant 12 solution de Czapeek'seule gul constituera le témoin,
ltautre par la méme solution & laguelle ont £té ajoutés les facw..
tours de croissance & la méme eoncentration que pour l’expérience
précédente.. .

Chaque tube contient 5 cm3 de lo solution nutritives

Pour obtenir 1*inocu1um, les lamelles de papier filtre
sont plcnae s dans un tube ecomtenant de l'eau bidistillée stérile
puis ressorties. Uﬁe goutte de cette suspension est introduite
dans chaque tube au mdyeﬁ d*une pipette Pasteur.

Les tubes ainsi ens euences sont placés sur un appa reil
3 agitation. '



- 20

c) Résultats _

La culture se présente sous lfaspect de petites masses
globulcuses noirftres pouvant atteindre 1 centimétre de diamdtre
pour la culture sur nmilieu avec facteurs de croigsance. Pour les
cultures sur Czapeck, la taille est de llordre du millimdtre.

Au microscope, les cultures montrent un aspect rappelant
celles effectudes sur milieu gélosé : enchev@trement de filaments
hyalins & subhyalins & la périphérie, formant une masse de teinte
brune au centre de la colonie. Pour les cultures sur Czapeck seul,
les filanents périphériques ont un aspect beaucoup plus gréle.

On a essayé de chiffrer ces rdésultats par la néthode
suivante : la culture &zée de 18 jours est filtrée sur filtres
gans cendres. Ces derniers ént &té préalablement dessdchds 24 heu-
res & 1l*étuve 4 809 laissés refroidir 24 heures en excieateur, puis
pesés.

Le mycélium recueilli sur l'entonnoir est passé & 1'étu-
ve 48 heures, laissé refroidir comme précédenment en exeicateur,
puis pesé.

Aucune différence n'a pu &tre nmisc en évidence par cette
néthode. Leg poids de matidre seche étant trés faibles par suite du
peu de concentration de l*inoculum gpros la deuxiéme purification.

3) Bsgai.en milieu liquide sans purification préalable

Dans cet eassai, l'apport de facteurs de croissance par le
chanpignon lui-n8me a été négligé de fagon 3 avoir un inoculum
plus abondant. On a donc fait une suspension & partir de cultures
gur papaye gélosée fgdes de 8 jours. Méme méthode que précédemment.

Apres 15 jours une nette différence était visible : les
cultures sur milicu Czapeck + vitamines montraient de nombreuses
colonies ; le nilieu liquide avait pris unc coloration jaune. Sur
Czapeck seul le liquide est resté incolore et les colonies sont
peu développées. Apres pesée les résultats suivants sont été ob-
tenus (les poids sont exprimés en milligrammes) :
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T N I S
yde 11021471519 20=24725-29 3034 5352397 {0=44: 45«49 =
mesures . s e § e ® e s 3 s o & o rmeen
( Czapeck + : : g s : P s ., 3

- vitamines @ 0 3 L 2 ¢ : 8 s 16 : 16 H 3 3 L H 32,8
§ Czapeck P f 7 fog Ty P66 To5 o2 fogyq

Ltanalyse statistique montre qutil existe une différence
significative enfbre les deux séries de mesures.

Une étude compldte devrait portsr sur chaque facteur de
croissance pris sépardment puis par groupes. 11 ¥ aurait intéxrdt
b travailler on Brlenmeoyer en partant de plus grosses quantités
d*inoeulun (de 1'ordre du.cmﬁ) de facon 3 avoir des différences
encofe plus nettes.



w 22

E « ESSAIS DE GERMINATION DES CONIDIES

Des obgervations effcctuées sur les plantations d'ara-
chide situées aux environs de Grand Bassam sur le cordon littoral
ont montré une différence dans la répartition de Cercospors per<
sonata et Cercospora arachidicola en cours dannde.

Décembre 1958 : Cercospora arachidicola est seul présent
Hars 1959 : Cercospora pergonata est présent & 90 %
Juin 1959 Cercospors araehidicola est présent & 90 &%

Septembre 1959: Cercospors personata est pratiguement seul
' présent .

')

I1 sexble doae exister un eyecle dans la proportion yrela-
tive des deux parasites. Une d¢tude compldte de ce probleme devrait
poxrter sur : ' |

= les conditions de gernination des spores 3 particu-
lidrerent température ot humidité.

<« les conditions de pénétration dans 1'hbte.

= les facteurs rézissant lfappsrition dés conidies sur
les tacheg foliaires et ceci pour les deux parasites en ecause,

Seul le prenier point g ¢ét€ abordé dans cette éiude.

1) Essais en partant de conidies recueillies sur feuilles

Les preniers essais de germination ont été effectuds &
vartir de conidies recueillies directcment 2 partir des lésions.
Les feuilles dtaient conservées dans du Enop. Les conidies sont
prélevées avec un pinceau sous le binoculaire, mises ern suspension
dans de l'eau bidistilldée et placées en goutte pendante en eeliule
de Van Tieghem. Ia concewntration de la suspension variait de 10
4 30 spores au mne .

~ Une premidre gérie d'essais a doané les résultatis
puivants : (figure 5)
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I - Essai 3 28°
Hoyenne de deux essais

f | 5 : 308 : 8 : 2
7 P 644 : o 0 10
10 : 556 : 282 : 50
15 661 477 72

‘ 16 s 477 : 357 : T4
19 : 506 : 418 : 82

2 - Bgsai. & 20°

: 162 : 77 : 47
i 10 : 243 : 146 : 60
% 13 g 369 ! 270 t T3
( 15 : 524 : 255 A
g 19 : 437 3 356 o8

-~ un avtre groupe d'essais & donné des résultats présen-
tant de grandes variations par rapport a ce que 1l%on pouvait
attendre. 4
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I - Bsgai b 28°

( K T o aa d
,,NOLbre de spores, ‘Nombre de _spores, 7 Ge
ETemps en heures: ", o urdes : germées :germination%
o ! -3 : 2 3  oxa oo - e )
5 H 167 H 2 : 1
7 237 10 : ,
10 3 279 : 31 2 11
15 : 213 75 . 35 5
16 3 202 s 99 2 44
19 3 84 38 P45
2 = Bg Saj. 259
.- : YRR et 7 4
_ ‘Houbre de spores,Fombre de spores, 7 de !
gTemps on heures: ™ posurdes gernées  -germinaztion
- 5 1 102 : 3 : 3
é 7 : 182 : 7 : 4
.g 10 : 208 17 : 8
¢ 13 ; i22 : 30 22 ‘
§ 16 ? 149 : 42 : 28 %

I1 y a donc pour des essais successifs méme effectués 3
une méne température des différences importantes qui omt fait
absndonper cette méthode.

2) Essaié en pariant des cultures pures 3 néthode: enployée

La principale difficvlité a été de prélever les conidies
tout en ayant le moins possible de fraoments de mycéllum, car
' Gertdlﬂm de ces fragments apves émig des tubes germinatifs sonb
difficiles é.alst;n@uer de conidies ayant germé. Les mellleurs
résultate ont &t obtenus avec la méthode suivante : la gélose
‘portant la culture esi. extraite du tube, dégoupée en fragments




G

d'environ un centimdtre ; la face portamt les colonies 'est passée
3 la surface de l'eau bidistillée contenue dans un verre d¢ moabtre
1z plus doucenent possible.

3) Action de 1%8ge de lo culture sur la

ermination deg conidies

Les résultats variables obtenus en partant de comidies
prélevées sur les lésions pourraient s'expliquer par 1l'8ge diffé-
rent de la population conidieinne entrainant un pouvoir germimatif
différent. C'est ce que nous avons voulu vérifier.

Des suspensions de spores provenant de cultures ont été
nises & germer en goutte pendante en eellulc de Van Tieghem depuis
6 jours, date & laquelle les colonies sont bien formées, jusqu'a
14 jours.

Les résultets suivants ont &té observés : (chaque tableaun
donne la moyenne de 3 essais)

Colonie de 6 jours

g 5 : 491 ;9 . 2
g 7 : 518 : 61 Pon
( 10 : 522 : 205 : 39
g 13 552 296 P55
' 16 : 523 4 324 3 61
i 19 489 360 M
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Colonie de 7 jours

{ ) r‘flimxn?f)re de spores.Nombre de spores, % de
Temps en heuress™ ™", o rées : gernées  -germination

5 : 561 : T : 2

7 : 659 ; 72 M |

10 : 645 : 189 : 29

13 : 622 : 262 g

16 : 570 : 285 2 50
{ 19 : 564 : 523 L
Colonie de 8 jours
( : : :

Honbre de spores Nonmbre de spores: % de
gTemps en hauros. mesurées . gernées ‘germination
i 5 : 504 : 13 : 2
{ 7 : 577 : 75 ;12
{ 10 3 557 : 238 : 42
§ i3 : 423 : 252 59

16 3 549 : 228 s 65
g 19 ' 261 : 185 P70 j
Colonie de 9 jours
% : ) : o )
~.Nombre de spores Nombre de spores; de
(LGUPS en heuress mesurées : germées ;germinatzon%
5 : 574 : 6 2
7 ; 432 : 27 s
10 : 464 : 126 H 27
13 s 422 : 215 2 50
16 H 350 : 232 : 66
19 : 489 P34 P




Colonie de 10 jours
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%

5 : 414 : 9 R
7 : 396 : 21 : 5
10 : 397 : 61 : 15 ;
13 X 492 X 155 . 31
16 : 436 : 163 ;37
19 : 399 : 191 s 4T %

Coclomie de 11 jours

__‘Nombre de spores‘Nombre de spores’ % de

Temps en heures: mesurdes : germées germination

5 5 485 : 3 : o]

7 ; 492 ; 9 P

10 : 444 $ 29 3 6

13 3 465 : 60 P42

16 : 475 2 98 s 20

19 : 491 : 113 P23

Colonie de i. jours

I n ‘Nombre de spores Nombre de spores: % de %
Lemps en eures; nesurées : gernées ;germination

5 : 366 : 8 : 2

T : 252 : 17 DT

10" : 301 : 54 2 17

13 : 551 ¥ P

S 2 T T

19 : 351 : 224 A

NP T Ty P ST I, Ty




Figure 6

% Gecannaplion

!

%oJ

Yo -

Go |

S0

4o |

30 |

10

Rst de Vo
culture en \\

=

or
~t
o
v

o M A2 > ™



- 29

MODIFICATIONS CAUSEES PAR LB PARASITE DANS LA COMPOSITION DE
Lb PLANTE

Seule a ét¢ abordée la variation dans la teneur en glu~
cides des feuilles d'arachide atteintes par Cercospora personata
{qui se trouvait seul en grande quantité au mouent de l'essai).

Deux essais ont été réalisés comprenant chacun un lot de
feuilles saines et un lot de feuilles atteintes comportant en
moyenne de 30 & 50 taches par folioles, certaincs pouvant atteindre
3 mm de diamétre.

Extraction des glucides

Les folioles sont broyées et mises & bouillir dans 1l'al-
cool & 80° pour extraire les glucides.

L'alcool est ensuite éliminé par distillation sous vide,
le résidu est déféqué & 1l'acétate de plomb & 10 7%. Aprés précipita=-
tion du plomb en excés par le carbonate de soude et filtration, on
obtient uwne solution aqueuse qui contient les glueides.

Au cours de cette filtration, nous avons noté une diffé-
rence entre les 2 lots de feuilles. La solution aqueuse de feuilles
saines présentait une coloration jaune qui a gardé sa couleur en
nilieu alcalin (au cours de l'apport du carbonate de soude).

Au contraire le lot de feuilles malades a donné un filtrat
orangé qui est devenu de couleur madére au cours du passage en milien
alcalin. Sur le papier filtre, on 2 noté des halos de teinte rose.
I1 semblerait doznc y avoir chez les feuilles atteintes la présence
d*un colorant que l'on ne retrouve pas dans les lot sains.

Le dosage a ¢été effectué par la méthode de Bertrand.

N

Les échantillons de feuilles 3 chaque essai étant environ
de 10 gramnes,. la tcueur en sucres était trop faible pour 8tre lue
dans les tables. Cependant, par comparaison des deux séries, nous
n'avons pas trouvé de différences significatives entre les échan-
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tilloqs de feuilles saines et de feuilles atteintes.

Une étude ultérieure devrait &tre faite avee des dchane
tillons de feuilles fraiches de l'*ordre de 100 graumes pour avoir
me teneur en sucrea suffisaunte,.

& .
MG



Colonie de 13 jours
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( *No
e .Nombre de spores *Nombre de spores: % de
§T°mps en heures: ™y ccurdes germées . germination
a 5 : 406 E ] : 0
7 382 : 8 .2
10 : 470 : 59 s 12
13 : 507 120 P23
16 s 445 3 123 : 27
19 . 375 . 109 . <9
Colonie de 4 jours
" 2 3 “)
‘lombre de spores Nombre de spores. % de :
Temps en heures:. nesurées : gerndes ‘germinatiny
. ;- : ———"
5 s 513 : 9 : 1 )
7 465 ; 19 : 4
10 : 496 : 141 : 28
13 : 488 245 ;50
16 : 605 : 324 s 55
% 19 344 197 Pob7

Le teaps le plus intéressant est 19 heures puisque l'on
atteint l'assymptote de la eourbe de germination-

La eourbe 6 donne les pourcentages de germination pour
ce temps en fonction de 1l'Age de la culture. Nous obvtenons uvue
courbe én dents de scie awvec chutes & 7, 11 et 13 jours. I1 e3t
diffieile de conclure d'aprés ces résultats ; lessai devrait &tre
repris pour voir si les chutes du pouvoir germinatif son* aléa-
toires ou si on les retrouve régﬁliérement. On peut cenenc.ont noter
que si l'on néglige ces écarts, on constate en Joignant les sommets
de la courbe une diminution lente du pourcentage de ~ermination _

| quipaseade?iaﬁ‘?%entreﬁetm:jom :
Nota = sur 1a courbe 6 1es points ¥eprésentent les essate parta.eza et les
croiz la moyenue do ¢ss 3 essals.
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G - ESSAT D'OBTEHTION DE CULTURES DE TISSUS D*ARACHIDES

En vue d'essais ultérieurs d'infection des cals par
Cercospora arachidicola, on a essayé dfobtenir une culture de
tissus d'arachide.

1) Mise en germination des graines

Ltessai de mise en culture a été effectué & partir de
graines ce qui présente le minimum de risques d'infection. Les
graines sont mises & germer en tubes contenant une solution de
gélose & 10 g/l additionnée de 10 g/l de saccharose, ceci pour
faciliter le développement des champignons qui auraient pu persister
aprés la désinfection.

La désinfection des graines est faite par trempage dans
une solution d’hypochlorite de ealcium & 40 g/l pendant 45 minutes
34 1 heure.

Le pourcentage de graines se développant sans infection
atteint 10 & 20 %. ’

2) Obtention de cals primaires

Les essais ont été réalisés em partant de 1'hypocotyle et
de la tigelle. Le milieu utilisé était du XKnop 1/2, 30 g/1 de
saccharose, 10 g/1 de gélose, 5.10"1 d'acide indole acétique et
20 % de lait de coco. La premidre série d'esgais a été réalisée en
placant le pble foliaire en bas. Un examen apreés 15 jours montre un
développenent abondant de radicelles & partir du p8le radiculaire
et n8me le long de la tigelle ou de l*hypocotyle.

Les figures 7 et 8 montrent la structure anatomigque d‘*une
radicelle 3 l'endroit ol elle circule dans l'écorce de l1l°'hypocotyle

-

et n'a pas encore fait jrruption & l'extérieur.
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épiderme de l'hypocotyle

parenchyme de l*écorce :

radicelle avee son cylindre eentral 4 2 structure
primaire.

me
L

figure T

6 o
ne ebd

#

Pigure 8 § Stude de détail montrant en I les celiules de 1técoree
de l'hypecotyle, en 2 l'écoree de la radicelle avec
cellules de peifite taille & la périphériec et en 3 le
cylindre central avec les faisceaux du bois et du liber.

Sur 1la totalité des hypoecotyles et sur 50 % dés tigelles,
apparaissent du ¢f%é du pble foliaire irmergé dans la gélose des
proliférasions de tissuse

Une coupe effectude dans ces proliférations montre un
tissu formé de ecellules ayant l'aspect de cellules du parenchyme.
On trouve dissémindes 2 1'intéricur de e tissu des cellules pré-
sentant des réticulations colordex en vert par le vexrt d*iode H
eces cellules sont donc assimilables & des cdllules du bols {(figure 9).



Figure 7




Figure 8
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