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ETUDE DE LA CERCOSPORIOSE DE L'ARACHIDE



LacercosporioS0 de J.·~chid.~ est provoquée par deux
champ:ignons :Cercos12or? Eers.ml~l! (Berk", et ClU"t <Il Ell1Set Everhart
et CercoqEora arachidioolaTIQri~

. .......,.... _... ; .' .

Dé nombreux travawt: ont été effèctuéasur ces deWl; para.....
sî.te$ oois l" examen de la littératUre pernot de relever 1).D; certain
n.Qmb~e de contradictions et laisse des po~ts non étudiés.

Plusieurs questions, 'Sél'ont abordées dans c.e rapport qui
po~tera sutout sur Q§rcospor~ ~acbidicola.

A ... La culture du champignon en milieu synthétique.

D - L l'étude de différents isoleBents monospores ..

C .... Essais dt i,L·'l.fcction à partir d'une culturc pure.

D - Llaction des facteUI's de croissance sur le dévelop­
peDent du champignon.

E ~ La geroination des spores.

F -, La Dodification de la composition de la feuille
• SOUS l'action du parasite.

G .- Essais d'obtention de cultures de tissus d'Arachide.
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A m LE CEAZfIPIGNON EH, CUI/TURE PURE
1Il"""'O':'f" Il'. __

La question de la culture des 2 espGces de Cercospora de
11Arachide en milieu synthétique a donné lîeu à des travaux contra­
dictoires, certains auteurs comme Jenkins (1) et JIiller (2) ayant
obtenu des résultats pos.iti:fs~ a.lors que RoJ,dan et Querijero (5)

avaient des résultats négatifs.

l ~ Isolement du matériel

Des arachides présentant des taches foliaires dûes à
Cercospera §rachidiëola ont été récoltées en plusie1J.I'8 point~ :
Grand Baaaam, Aseinié, Bboânda, tous ces emplacements étant si. tués
sur le cordon littoral où ltarachide est cultivée par les Africains
sur de petites surfaces.

Les feuilles atteintes ont été mises en chambre humide,
le pét~le plongeant dans un tube contenant une solution de 1{nop

pour maintenir la survi.e le plus longtemps possible.

Des conidies se sont développées sur un certain nombre de
lésions. Prélevées sous la loupe bmccul.at.re , elles ont étéense­
msncéee en tube contenant un I!;lilieu à. base. de papaye gélosée. Av. b01Xi;

de 5 à 6 jours des colonies sont appaxues sous forme de petit$ points

noirs de la taille d'un tête d 'épi;ngle.

Ces cultv.res primaires après plusieurs repiqu.ages ont
don..'1.é une quantité suffisante de matériel pour permettre une'étude
morphologique du parasite en cul.ture pure.

2 - Etude du développeoent des colonies en culture
• - - \.'Of .... ".,.-- • __

La croissance du ehaapf.gnon a été suivie sur lames ,de

verre. Sur celles-ci a été déposée une goutte de 2~lieu gélosé à la
papaye. Les lames sont placées en bo1tes de Petri; Ithmnidité est
assurée par un coton imbibé d'eau stérile. L'ense::::ellce:::':.ent est

assuré par une goutte de suspension de spores ; les laolles sont
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e4~nees au !D2croscope a intervaJ..lês rc:L'.uliers.'.-
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- ADrès24 heures).. ::Ttsm. ___

LeG conidies ont gerBé et les tubes germinatifs peuvent
dépasser la longueur de la spore. La majorité d'entre eux se déve­
loppe à·partir des cellules basale et apicale, plus'rarement à par­

tir des cellules du centre de la conidie.

,.;, Après 48 heures
Les tubes ger:Jil1atif's se sont allongés. Certains COlilrllen­

cent à pénétrer à l'intérieur de la gélose. D'autre tubes se sont
formes à partir des cellules centrales de la conidie (figure 1) •

.;." Après. 3 ..jours
Lescoloniéa corunencent à être visibles à. l'oeil nu; la

croissance qui jusqu" ici avait été superficielle,se fait auaaf en
épaisseur. La figure 2 montre l'aspect du mycélium de la jeune CO~

Lonae ,

- .Après 4 ;Laurs
La colonie

sont visibles'.

est bien dévelopnée et les premières conidies
• j -.

1

3 ~Milieux de culture utilisés

Des essais de m.ise en culture ont été réalisés avec un
certain nombre de rùlieux gélo13és : riz~ pomme de terre, maïs,
papaye, Sahouraud, Haltea.

Sur tous ces milieu..it, la culture s test avérée posaible.
Les colonies provenant d'un ensemencement; réalisé à partir d'un

frottis sout visibles à paxtir de 2 à 3 jours.

Un essai a été réalisé à partir d "un milieu de Czapeck
gélosé. La culture a pu être réalisée ; cependant la croissance est
beaucoup plus lente que dans les essais précédents. Les colonies ne
sont visibles que 5 à 6 jouxs après l'ensemencGment.

POlœ des raisons de commodité toutes les souch?s rrGilisées
ont été entretenues sur milieu de papaye gélosée.



V
I o



o



- 4

4 - Asnect des colonies adultes
~. . .

I;1acroscopiqueaent elles présentent l'aspect de petites
sphères pouvant atteindre plusieu1"s millimètres de dia.:lètre ; eUes
sont à demi L1llùergées dans le milieu de culture ; elles sont hér~
$sées de filaments mycéliens dressés (photo 1 colonie jeune, photo
2 colonies âgées de 12 jo~s).

Une coupe dans oes colonies permet de distinc~er :; zones
principéÜ.es : (figure 3)

- une zone interné formée de filœ:lents bruns qui se déve.....
loppent à l'intérieur de la gélose et peuvent ~treassinilés à des
filaments nourriciers.

- une zone moyenne se développant à l'extérieur de la
gélose et formée par un mycélium brun d'aspect plus ou moins moni­
liforme (figure 4).

- une zone exteT1l8 formée de filaments dressés de couleur
plus claire (hyalins à subhyalins). C'est la zone fertile. Parmi
ces filaments érigés, certains vont jouer le rÔle de conidiophores
bien qu'ilS ne soient pas différents des a.utres filaments et vont
porter les conidies (photo 3).

5 .., Essà.i~d·amélioration d2w~a croissance du cha.œpignon en culture
nous voyons que la croissance de Cercospora arachi4.1eola

reste 1imitée~ un ensemenceoerrt réalisé par point ne couvrira pas
la surface du Bilieu fourni. Pour essayer d'améliorer cette crois­
sance, plusieurs essais ont été fait.s.

a) enrichisse~ent du milieu
Cet essai a été réalisé eu ajoutant au milieu à base de

papaye soit un mélange de facteurs de croissance (thia..r.dne 10-7 ­
riboflavine 5.10-8 -p~Tidoxine 10-7 - biotine 5.10-9 - acide
parrthotiénfquo 5.10-7 - inositol 5.10-7 ) , soit du lait de coco à 20 ~·s.
L'ensemencenent a été réalisé pa~ lli10 suspension spores + fragwents
de mycélium.
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Nous n'avons pas constaté d'accroisseuent dans la crois­
sance des colonies celles-ci restant toujours isolées.

b) essai~1?.0rtant sur la dureté du milieu
Cet essai a été réalisé sur miliêu à base de papaye auquel

ont été ajoutés des doses croissantes de gélose 5, 10, 15, 20, 25
grammes/litre.

Aucune différence ntest apparue dans la taille des colo-
nies.

Aotion sur la fertilité des culture~

Plusieurs auteurs dont Nagel (4) et Ryker (6) ont signalé
pour d'autres espèces de Cercosnora la production fréquente en cul­
ture de colonies stériles. Nos cultures de Cercospora araehidicola
étant fertiles, certains traite!uentsont été essayés pour voir si
cette fertiltté était un facteur constant.

a) Repiquage à partir de mycélium
Les repiquages effectués se Ïaisant par frottis utilisent

surtom: la partie superficielle des colonies; nous avons voulu voir
si l'on obtiendrait pas des colonies stériles ou du moins dtaspect
différent en partant du mycélium interne.

Les essais ont été réalisés sur la souche G B l (voir
chapître B) cultivée sur papaye gélosée. La culture est retournée
sur une boite de Petri stérilep les colonies étant en contact uvée
le verre.

Un fragment de gélose est découpé aveC une aiguille lan­
céolée et déposé en tube. Les nouvelles colonies formées étaient
fertiles. LJessai a été poursuivi pendant 4 repiquages successifs :
la fertilité est restée constante. Il ne sem.ble donc pas que la na­
tu~e du fragment se~~t au repiquage intervienne.

b) repiquage à. part~J: de colonies âgées
Des ~ssais ont été effectués en repiqUfUlt à partir de

cultures âgées de 1 à 2 nois. La croissance des nouvelles colonies

eat beaucoup plus lente : ell~s ne sont visibles qu'après 5 à 6 joU2~.
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HaiG dans tous les cas aucune action n'a été observée sur la ferti­
lité: il y a toujOUl~S production de conidies.

c) repiqua.{:;es suc~0soifs sur un même milieu
Toutes les souches isolées ont été repiquées uniquement

sur milieu à base de papaye gélosée pendant un an~ans qu t aucune
action ne soit notée sur la fertilité des colonieS.
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1) 91?.ten·~.io~e souches issues d'un même. t~b~, ge;rminat..t?
Pour éliminer l'action possible d'W18 population hétéro­

gène dans 108 expériences réalisées et pour sépa,rer des races dif­
férentes si elles existent, on a essayé d'obtenir des souches issues
d.'un mêLie noyau.

La conidie de Cercospor.ê: arachidieola estplu.r.icellulaire.

Il faut doncl': ou observer le début de la formation de la spore et
sa-voir si elle est issue d'une cellule mononue.Lée, ou. observer la
conidie ellG-m~me. La dernière méthode est plus simple. Cel')011da:n.t
la coloratiOn des noyaux de la spore s'est avérée dif~icile à ob­
tenir q Plusieurs essais ont été effectués avec des tecl1Uiques dif­
férentes :

coloration au Feulgen
- coloration à l'hématoxyline avec différen­

ciation à l'alun de fer

~ fixation 24
) heures au Brazil
)

coloration au carmin âcétique après fixation à Italcool
acétique.

Au.cune de ces techniq-aes n'a donné de résultats.

On a alors essayé la méthode utilisée par Calpouzos sur
les spores deCereQ§Bor~mus~~. Un frottis de spores est monté entre
18L1e et ~amelle dans une solution d'hématoxyline additionnée de 1 )0
d f alun de fe:r. Aprc;s 3 jours, dans certainGs cellules de conidies,
des noyaux ont été observés, mais on n ta jamais pu avoir la colora­
tion complète dttme .conidie.

DmlS tous les cas où une coloration a été obtenue, un seul
noyau a été obsel~é par cellule.
Obtention cl€s lignées nures
". .. '"1.. . • J <r ...'1~~

Des cultures ont été rôa1i,.sées à partir d'isoloments de
lésions venant de deux emplacements : Grand Bassan, Assinié, situés
StIT le cordon littoral.

Les conidies sont isolses à partir des lésions sous le
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binoculai:l"e et Dises à (;orr.jer eu boites de .,etri eontenarrt de la
gélose ~!, 3 5,;. Au bout de 2 jours les tubes ge.rminat:ifs se sont d'é­
v-eloppés d'unG façoll suffisante pour pouvoir ~tre coupés. L'opéra­
tion est effectuée avec une aiguille de verre ~ine cassée à l'extré­
mité de façon à avoir une face coupante. On prélGve alors le cube
de gr310se s:ur lequel se trouve le tube germinatif et le tout est
placé en tube de papaye gélosée.

Après 10 jours la colonie obtenus a atteint une taille
suffisante pour pouvoir ~tre repiquée.

Les expériences ultérieures seront toutes fait~s à pè?>rtir

d'u.n des isolenents venant de G:rand Bassam et appelé GB 1.

2) Etu.de de la morpholo{çie de la population conidienne=en cultur§
ItUZ'è

Avant de procéder à des mensurations sur les différentes
souches pour définir leurs caractéristiquesp. nous avons voulu voir
si la popv~ation conidienne s~bissait des variations suivant l'âge
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 âgées de 6 à
1Li- jourso (les mesures de la largeur des conidies n'a pas montré
de différences~ on obtient 3 à 5 ). 150 spores ont été mesurées
pouzvohaque jour. Les deux tableaux suivants donnent les résultats
de cet essai (nO 1 et 2). L'étude statistique montre qu'il existe
des différences significativês entre ces mesures (les séries de
mesures pour 10 et 11 jours sortant des lim-jtes}.

Pour voir si ces différences étaient dues à'l'âge de la
cv~ture ou se produisaient au hasard, une deuxième série de mesures
a étG faite sur des colonies âgées de 9 à 12 jours. Le tableau 3
dO::'U1G JE 8 résultats.

1'analyse montre qu f il existe des dii'férences sig'nifica­
tives entre les nesures SUl" les spores du Dône j OU..1"' pour les deux

esnais.
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On ne peut donc se baser sur cette méthode pour
étabJ.i:e les carac·téristiquea d tune souebe , Les mensurations faites
à partir de spores prélevées sur des lésions ont donné dé tleilleurs
résuJ..tats comme nous ~ons le voir.



Tableau 1

Longueur des oonidies (en /'1 )

~- 1
. . .0. . . .1\.""e LonlJ'ueur: D 0 0 0 0 • • ,

.n..e; y"'" 0 ca 0 l '0 • 0 • •

~j~_:_:~~~~-~_:~::_j.:-~~:~~=~~-l-::~-~~~~-:=~-l~:::j~~-
6 : 1 :: 10 : 31 ~ 38 : 32 : 22 : 12 : 4 : 69, 9

----------~-----~:-~--~~-:~~~~~--:~~-~---:--~~-~:~-~-~~-:----~--:-~-----:-~-----:---~
7 : 1 : 4 : 22 :: 49 :: 38 : 21 : 11 : 4 ::71 t4

------~-----~---:~~-~---:~~--~~:---~~-~:-~~-~-~:~~~~~--:~----:~--~---:---~~:-----
8 3:;; 10 : 27 : 43 : 38 : 23 : :; : :5 ; 68 p 2

~-------~-~-~-~~:---~~-:~--~-~:~~~~--s~------:~~~---:~---~I-~---:~~~:-~---
9 a 0 : 10 : 28 : 52 s 32 : 20 : 8 : 0 :68,2

--~~~------------:-------:--~--~:-------:------_.:~~-----:~--~:~-~--:-------:~~
10 : 1 : 2 : 24 : 43 : 33 : 32 : 12 z :5 ~72, 6

--~---~~-~---~~3-~~---:-~-~---:~---~--:------~:-~~----:---~-:-------s~-~----:~----
11 : 1 z 8 : 16 :. 41 : 45 : 28 : 7 : 4 .71,8

~--~--~--------~:~-~-~~-:-----~~I--~----:~----:-----~-:------- :~~---- : ------- : -----
12 : 0 : 15 : 29 : 49 : 35 : 17 ~ 5 : 0 :66,66

----13--------;--1--- ~ --16--~ -29-- ~ -52---·~--2;--~-18---:-~1---: ---0--- ~ 66:8-1
--~-~-~~-~~~~:------~:--~~~:-~~-:-----~:-~~--:~-~----:~----~:-~-~~:~~-

14 : 2 : 17 : 29 : 42 : 32 : 19 : 8 : 1 ~66p93
. L.-.-.:'::: la 1 )

-o
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Tableau 2

Nombre de cloisons

1
. =

• 0 • 0 0 .0.

A~, Nombre de " 0 • • • • • •
~~ 0 0 0 DO. • •

~~~~~~i~~ns~ 0 - 1 ~ 2 - 3 ~ 4 - 5 ~ 6 - 7 ~ 8 - 9 ~ 10-11 ~ 12-1, ~ x
en iO~8 .~ 0 • 0 0 • 0 • •

~~~~-~---~~~~---~:~~--~-:------~:-------:-~-----:~~----:~~---:-~----~:~-----
6 •• 7 o· 11 •· 35 •o 54 ·• 28 ..

o 1, ·• 2 ..· 6,26
~-----~---~---:--~--:-------:-------:~-----:---~--:---~~:--~-~:------~

7 ·• o e· 5 ..• 48 •· 64 •· 22 : 9 •• 2 •• 6,34
~-~~-~-~------~:--~~~-:~---~:~~~---:~----~:~--~~-:~-~-~:~-----:~----

~~-------:---~--:-+--:--~~---:-~---:~--:---~---:--;--:--~;~-l
-----------------:-------.--------:-------:-------:-------:-------:-------:-------~

-----~~----------;~--~---~---=---~--~~---:--~~---;~~---:--~~---:---~--;--~~~~-~
-----~~----------;---~---~---~---~--:~---:--~~---~-~---:--:~---:~--:---:--~~:~-l

12 : 0 : 5 : 53 : 68 : 18 : 6 : 0 : 6,02
_ ...-.__c._.._ ........ : : ..._: _ ...__c:a __ : _-=-~"""'__ I"""_"_""': _ ... .. : _-_.- ": _....--..........

-----~~----------;---=---;---~---~--~---:--~~---;--~~---:--~---;---:---:--~~:~-l
14 :: 1 : 9 :: 46 : 59 : 28 1 5 : 2 : 6, 19

:: __:___ 1 : : : 1_. L ~

g
~....



Nombre de cloisons
- ~.. J-.:: -."!'

•••. = •• --.. • - .. -- ft - Jo 0 • Q, 0 fi 0. 6-

A,.. ·,T bd" ~ • • • • • ..
~e j,~om ree G • • .. ~.. .. "

de la cloisons: 0 ~: 2 . ~ : 4· 5 : 6 7: 8 . ·9 : 10 ~1 : 42 13: x-colonie : - 1: -.,:.. - : - : -.: ..1 :' '!"> : .

en tours 0 e .. ~ .. .. • ..
\ _ ....oiL~...-ao... p. ...

(9 ~ 2 g 11 : 45 : 63 : 25 : 3 : 1 l 5,98
(~ ~~ ~~:~~~~~: ~_D~:m~_~~~~:~_~~~_~:~~ :~~~_~_~~~~~~~:~~~~~~

( 10 = 3 3 2 :60: 65 : 14 : 5 : 1 : S,go
(~~~----~~-~---~--:~~~-~--:-~-~~-:~~~~-~~.:.----~:--~-~--:~-~~-~~:~~~~~:~~~----

!--~~---~-~---:--+-:--~--: --~-: -~~-:~-::---1--+--1~--~--i-.~~;~-
~ :::.: .. . :. _: :. :

Longueur des spores.....

37..·14..•5

~'I: __ ."
"'=c::WI . ----- '---." , .

-~· · ~ .. " .. s .... · .. • .. .. ·0 · • . $ " • ·• • • .. • • ..
: 30...39 : 40-49 g 50-59 : 60...69 : 70..79 g 80-89 : 90....99 :100...109: -x

.. e " 0 · " .. •· .. .. .. · • · "
9

~"_"'''''''''''''__''__.A_~__~ ': r.JtQqÇlql ".: .... ..,__~_ ...._: ~....~_ : _~-,..--_ : _va__..-4aClQ.u. : ~"'C»__ lW3aa' : ea..._~~_~ :. cu:aa~__ ,,""a:III : «.alI~IIIFl:-a=-

46 : 26 : 20 : 2 : 0 :64,46
___.. ..--....-ao__IDS_:...........et~""': ~ar:u-=-__ICIP.. g...... ..._,: ..........._~: -:-...~........~: ~__-.. : _~_~..~: _~~ : ......_1IaO

10 ..
e 1 c 13 t 32 : 64 ..

~ '27 ..• 11 : 2 .<1.. o ·o
~-~~~-~~~--~:-~~-~~:~~--~-:~~--~~~g-~-~-:-~~-~~-:~-~~~-~:~~~~-:~~~~~:~~~~-

11 : 0 : 18 : 32 & 43i 37 : 18 ~ 2 ~ 0 ~

~-"'--12---------:---;---~--22---~--32---;--44---;--25-~-;--18---;---4---~--2---~-----)
( • D ••• 0" D ~ Q: )
_. •• •• __ D .-: . • f , ~ ..... r :v.-.-.. 0 iii .

t
~

f\)
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c - ESSAI il t IIJFBCTION ET T·1ENSURATIOn DES S~ORES ISSUES DES LESIOIiJS

=-n ;

1 - ii1éthode utiUsj,e
Pour éta.blir si la souche G B 1 cultivée eu tubes avait

conservé son pouvoir pathogène, un essai dt infec·tion a été réalisé.

On a utilisé POUl" cela la variété d'arachide 28-29 sélec­
tionnée à Bambey et cultivée en serre dans les cuves en ciment. Au
moment de 11inocl4ationles plantesétaiellt âgées de 2 mois.

L'inoculum est constitué par une suspens~on de spores
obtenue en immergeant la culture$urpapaye gélosée dans un réci­
pient contenant de l·f eau bidistillée ~ La suspension est alors pul­
vérisée sur les feuilles. Pour maintenir une atmosphère humide pen- ".

dant le temps nécessaire à la pénétration, les earrés enseme~cés
. . .

ont été recouverts de polyéthylène transparent, à l'intérieur du~

quel Qn a pulvérisé.de l'eau.

Ladâte. e4aète d'apparition des premières lésions est
difficil.e à établlr car les aracil.ides cultivées en serre souffrent
dtun défaut· dtéclairage et le limbe n'était pas de couloUZ' ~forme~
Cette date se situe néanmome entre a. et 10 jOlU"s.1i

Ces taches ont donné des conidies à la surface supérieure
des lésions.

2 - Définition de la souche G B 1. -
Des spores ont été prélevées su~ des lésions. On a pris

des ·taches où les conidies étaient bien formées et où I ton peut
estimer la population conidienne coame adulte.

Des essais ont é'té e.ffe.ctués à des dates différentes pour
voir 8 t i 1 existait une variation des rr~sures dans le temps COID~e

pour l'essai à partir de cultures pures: 500 spores ont été mesu­
rées chaque fois.

Les deux tablea.ux suivants donnent le Z'ésultat des deux
séries de mesures :
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Longueur des spores

•.................o..o.....o.o
o

l •••• 0 • 0 ••• )
\ ••••• fi • 0 , G

\~~ :~::~~:~~ ..:~~:~::~~:~::~~:~~:~~::~~:::o_~:~~~~:~~:~~:)
•• • 0 0 • • • 0 )

1 Essai n 0
~ 10 : 37 : 98 : 106 : 99 : 65 : 66 : 15 . : 4 : 0

~ 1 : : : : : : : : : :
(-~~-----~:~-~-+~-~~:-~---:----~:~----:~~-:----~:~~~:~---~~~:~--~~

~ ESs~i n
0

~ 1 ~ 16 ~ 92 ~ 125 ~ 93 ~ 89 ~ 58 : 33 ~ 7 ; 1
t ..:..-_........__~ ~_...... ~-.........---.:~-- •

Nombre de cloisons

L'analyse Q,tatistique montre qu'il. n'existe pas de dif­
ferences significatives en~e cés deux sé~~es.

Il semblerait donc que le prélèveDcnt de spores sur les
lésions, pour UD0 arachide de variété donnée, constitue la meil­
leure méthode de définition de la souche.

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

i·loyenne des Longueuz-s : 62.,99 /1.1

noyenne du nombre de c~oisons .: 5,55

Les deux courbes suivantes donnent la répartition des
mesures ..

Cette méthode devrait être essayée avec d'autres 1601e­
le~ents mono - tube germina~if venant de Grand Bassam et d'Assinie.
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Des différences dans ltaspect cultural peŒvent déjà
Ê1tl"enotéès sur papaye gélosée :

coloni:ea de couleur noire, gélose incolore'.ouà peine
rose

colonies noire~, gélose légèrement rose
oolonies noires, gélose incolore
colonies brun roux,. forte co1orati.on en rose de la
gélose
colonies brUn elai~. légère eoloratton rose

Pour chacune de ces souches devraitêtre .éga1ement testé
le pouvoir pathogène.
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D - ESSAI DE L'ACTION DES FACTEURS DE CROISSA1l1JCE SUR CERCOSPORA
ARACHIDICCLA

Pour expliquer les divergences relevées dans la littéra­
ture, et avant d1envisager une différence de races g il était inté­
ressant de voir si la croissance du champignon n'était pas tribu­
taire de la présence dans le milieu de certains facteurs de crois­
sance.

Nous avons vu que le parasite a pu être cultivé sur milieu
de Czapeck géloaé. Pour préciser ces résultats, nous avons étudié
liaction d'un ensemble de facteurs de croissance sur Cercospora
~~chidicola. Cette étude a eu surtout pour but de mettre au point
une méthode de mesure et non de tester les vitamines une à une.

1) lissai sur bande de :gapier en tube de Roux

L'essai de l'action des facteurs de croissance ne peut
se faire valable:uent sur milieu gélose puisque l'on ignore ce
qu'apporte la gélo8e~

L'essai a été effectué en tubes de Roux. La pextie in­
férieure du tube est romplie jusqu'à l'étranglement avec une solu­
ti.on liquide de Czapeck à laquelle ont été ajoutés des facteurs de
croissance à la concentration suivante :

- Tlu.a.l"lline : 10-7

- Riboflavine: 5.10-8
- Pyridoxine H Cl : 10-7

~ Acide panthoténique : 5.10-7

= Acide paraminobenzoique : 5610-8
~ Inositol : 5.10-7

- Biotine : 5010-9

Le ténoin est la solution de Czapeck seuleo

Une bande de papier filtre de 5 à 6 cm de longueur et de
1 era de largeu.t> plonge pour 1/4- dans la solution et dépasse pout" le
reste à Itintérieur du tubeo L'ensemencement est effectué sur cette
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zone avec une goutte d'u,ne suspension. de apo:res et' de fragmenta de
mry.céliwn.

Au bout de 8 jours les bandes de papier filtre sont sor­
ties et montées entre lame ert lamelle d~ du·lactophénol. La sur­
face de la colonie est m.esurée : on lli.nc~utdans un rectangle
théorique dont 1a surface est calculée~

Les résultats suivants ont ét.é obtenus: Czapeck + fac­
teurs de croissance

j

!

59
54
37
20

14

9
9

: 1
1/100 mm2 -j

•..

339 mesures : 49

f
<S:'ff1Ce ~.n"1i100 ~2 "~.' 'Nombre de COlOni..;)
..eu....~__...... -..~__.......~__~__ ~ ......-..........-~~..........~...__...~

,0 _. 9:· ') ..

{ 10 ~ 19 : 18
20 ,~ 29 t 40

"30- 39 : 69.•
40 -- 49 ;.,

e

50 ~ 59 :
•

60 - 69 :.'70 - 79 :
•

80 - 89 :
90 -'99 :..

100 -109 :
·110 -119 :
u

140-149 :-

f
(

f
(.

I
{
(
( Moyenne des
<-
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Czapeck soul, .... ,

)( ..
2 ..

Surface 1/100 mm .. Uombre de coloniesen ..
-~~~-----~------------:~~--~-~-~----~~-~~~

o - 9 .. 2....
10 - 19 • 78....
20 - 29 .. 99....

6230 - 39 e....
40 - 49 .. 22....
50 - 59 .. 22....
60 - 69 .. 10....

670 - 79
......

80 - 89 .. 6.... )
90 - 99

.. 9e..
100 ...109 .. 3..- ..
110 -119 .. 1....
120 -129 e of.. 1..
130 -139 ..

1....
180 -189 .. 1..

e--,....- -..

1/100 rnm2
)

( Moyenne des 323 mesures .. 34
~

..
( . - ...

NOtla voyons donc qu'il existe une différence entre la
moyenne des deux mesures.

Cependant cette méthode n'a pu être retenue:
- si la série de mesures relatives à l'essai Czapeek + vita­

mines peut être ajustée à une loi nor~a1eg il n'en est pas de
m~me pOU1° la série Czapeck, c~ q~ rend ltinterprétation statis­
tique difficile.

- on ne peut pas tenir compte dans cet ossai do la croissance
on épaissetu' de la colonie.

- eufin cet essai ayant été le preDier effectué nOa pas été
fai. t sur une souche venant çl' un isole~Jcnt monoepoœe 0

Une deuxiè~G expérience a été effectuée eu oilieu liquide.
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2) ~SB~..!3n mil!Q.u.l1<;.œj..de ~t P~!:. Gis: f?..9.1Whes purifiée.§,

L'essai a été effectué à partir de la souche G B 1 :
a) RUX';î,fication d.~ lA souehe

Pour éliminer tout apport de facteurs de ~roissa.nce par
le ehampignon lui-m~me, 2 purifications ont été effectuées sur
Czapeck.

La méthodG utU:i.sée est celle de l'expérience précédente:
tubes de Roux eonteruu1t la solution à la partie inférieur dans
laquelle plonge une 1&le1le de papier filtre.

Ces lamelles sont ensemencées par frottis à partir d'une
cv.1ture SUI' papaye gélosée âgée de 8 jours it

Après 15 jours les colonies se sont développées sur les
lamelles de papier d'une façon suffisante pour pouvoir ~tre 'repi­

, quêes,

Le dev.xième repiquage de purification a lieu de la même
manière que précédcmme:nt.;

b) 1a§m, des fqc.~eUI'.ê..de ,Çroigsanc~

Deux lots de tubes de même diamètre sont préparés~. l'un
contenant la solution de Caapeck seule ql.Ù eonstituera le témoin,
Ifautl"e pa."t' la même solutj.on 8, laquelle ont été a:joutés les fac~,~·...
teurs de erois~ce à la même concentration que pour Itexpérieuce
précédente.

Chaque tube contient 50m3 de la solution nutritive.

Pour obtenir llinoculum, les lamelles de papier filtre
sont plongées dans un tube contenant de 1 'eau biclisti:J.~~e stérile
puis ressorties. Une goutte de cette suspension est introd'lli.te
dans chaque tu.b~ au moyen d aune pipette !'.8,Stcur..

Les tubes aiusi ensemencés sont placés sur un app~peil

à agitation.
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c) Résultats
La culture se présente sous l'aspect de petites !!lasses

globuleuses noirâtres pouvant atteindre 1 centimètre de diamètre
pour la culture sur milieu avec facteurs de croissance 0 Pour les
cultures sur Czapeck, la taille est de l'ordre du millimètre.

Au microscope p les cultures montrent un aspect rappelant
celles effectuées sur milieugélosé : enchev~trement de filaoents
l~alins à subhyalins à la périphérie, formant une masoe de teinte
brune au centre de la colonie. Pour les cuïtuz-ea sur Czapeck seul,
les fil~ents périphériques ont un aopect beaucoup pluo ûTOleo

On a ess~é de chiffrer ces réslùtata par la ô6thode
suivrolte : la culture âgée de 18 jours est filtrée sur filtres
sans cendreso Ces derniers mnt été préalablement desséchés 2~ heu~

res à l'étuve à 80~ laissés refroidir 21;· heures en excicateur, puis
pesés.

Le mycélium recueilli sur l'entonnoir est passé à Itétu­
ve 48 heures, laissé refroidir COŒmIe précédGD1@ent en excicateur,
puis pesé ..

Aucune différence n'a pu ~tre mise en évidence par cette
méthode. LeG poids de matière sèclle étant très faibles par suite du
peu de concentration de Itinoculum apr0s la deuxième purification.

3) Essai·en milieu liquide sans purification préalable

Dans cet essai, l'apport de facteurs de croissance par le
chanpignon lui~~êille a été négligé de façon à avoir un inoculum
plus abondant. On a donc fait une suspension à partir de cultures
sur papaye gélosée âgées de 8 jours. M~me méthode que précédemment.

Ap:L'ès 15 jours une nette différence était visible : les
clûtttreS SUl1 milieu Czapeck + vitamines montraient de nombreuses
colonies ; le milieu liquide avait pris une coloration jaune. Sur
Czapeck seul le liquide est resté incolore et les colonies sont
peu développées. Après pesée les résultats suivants sont été ob­
tenus (les poids sont expri~és en milligrpmmes) :
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Ltanalyse statistique montre qutil existe une différence
significative entre les deux séries d.e mesures ...

Une étude complète â.e.vr1.~dt porter sur chaque facte'L1T de
croissance pris séparément puis par groupes. Il Y au.rai·); intér&t
à t~availler en Erlenmé;>O'er en partant de plus grosses quantités
d l·inocu.tum (de l'ordre ducm3 ) de façon à avoir dos différences
encore plus nettes ...
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E ·..,ESSAIS DE GERHINATION DES CONIDIES
=-=t"""'"=""":c=::we ....." .... ' H....' -.- '''0

Des observations effectuées sur Lea :plantations d"·ara.­
chide situées eux environs de Grand Bassam sur le cordon littoral
ont montré une différence dans la répartition.deO~Eèosp0li:a~'"

sonata et Cereospora arachidicolaen cours d 9 année •.
+=-=i.-- . ...... _ r .

Décembre 1958 : 99reo.8,Por,g. arachidicola est seul présent
mars 1959 .: QQrcos.E,0ra. Rersonata est présent à 90 %
Juin 1959: .Cercosp(jraarachidioo~est préSént à 90 )~

Septembre 1959: Cercospora personata est pratiquement seul
. présent.,

Il semble donc exister un eycle dans la proportion rela­
tive des deux parasites. Uns ôtudecomplète de ce problème devrait
porter sur :

~ les conditions de geL~nation des spores : particu­
lière~ent tompérature et humidité •

• les conditions da pénétration dans ljhÔte.
ci les facteurs régissant l~apparition dëS conidieS sur

les taches foliaires et ceci pour les deux pal"asites en cause.

Seul le prer:ûer point a été abordé dans cette étude ..

1) !l?sais ~en PSJ."t@t..sJe con; <ij;es recy.eillies sur fèuilles
Les premiers essais de ge~~nntion ont été effectués à

p~tir de conidies recueillies directement à partir des lésions.
Les fetulles étaient conservées dans du Knop. Les conidies sont
prélevées avec un pinceau sous 10 binoculaire g mises en suspension
dans de l'eau bidis'tillée et placées en goutte pendante en cellule
de Van Tieghem. La concent:rat~~on de la suspension variait de 10
à 30 spores au'mm' •

... Une première ~érie diessais a donné les résultats
suivants: (figure 5)

'. ,
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l - Essai à 28°
f10yenne de deux essais

~TemDS en heures:nombre de spores:Nombre de spores: ......%de. ~
( '" ; mesurées ; germées ;germinatJ.on

~-------5-------~-~--3ë8-------~---------8------~------2~--
..

644
• ..

7 .. .. 70 .. 10· .. .... .. •
10 .. 556 • 282 .. 50.. .. ·..

661
.. •1; · .. 477 .. 72.. .. .... • ..

16 .. 477 · 357 .. 74.. · •· 506 · •
19 .. .. 418 .• 82• · ..• .. ·

2 - Essai· à 20 0

~nen_ .. mem-r "Il .

! ~Nombre de spores:Nombre de spores: %de
Temps en heures: mesurées : ge~~ées :gerrnination.. . .

~ ------~~-----: ----~:~------- : -------~:~------: --~~--
· .. ." .. .

~ 1:; ~ 369 ~ 270 : 73

{ 16 : 324 : 255 : 78 l
~_ 19 . ~ 437 ~ 356 ~ 81

-. un autre groupe d'essais à donné des résultats présen­
tant de ~~andes variations par rapport a ce que l'on pouvait
attendre.
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r où l?ssai, ~ 2~

(
.... __* m)

" • " .0

~
Te pa en heuree:Norobre de,spores:Nombre de,spores: %de )

· ID j,3 • mesurees " ge:rmees "germination,
· : : : )

l
'-~---~5-----~----16,7-------~ ......-----2---...- ...;~=~ ...~1-- ...-...)
· .lt" ". <0. . 7'" 237 .. 10 • 4 '

Co • $.. . ~.

{ :~ ~. ;I~ ~ ~ I ~
( 19 l 84 ; 38 i 45

2 - Essai à 25°.... ..........

Il Y a donc pour des essais successifs m~me effectués à.
une mÔme teffipératu,re des différences impol~'tantes qui ont fait

abendonaer cette méthode.

2) ~sais en "partant d~"'7cu.l:!&;res pures: méthodé"'" em~oyé~

La principaJ.~ di~ficulté a été de prélever les Qonidies
tout en ayant le moins possible de ~agments de mycélium, cal"
ce:t'tains de ces fragm~nts ap!'ès . émis .des tl~besger-minati:fsson·t
difficiles à. distinguer do conidies ayant germé. Les ~e~11éurs

résultats ont été obëenus avec la méthode svivante: la gélose
. portant la culture GSij e~Graite du. tube. déçoupée en f~ents .



- 25- d'environ un centimètre; la face
à la surface de l'eau bidistillée
10 plus doucenent possible.

1

1

portant les colonies lest passée
contenue dans un verre de montre

3) Action de l'âge de la culture sur la germination des. conidies

Les résultats variables obtenus en partant de conidies
prélevées sur les lésions pourraient s'expliquer par l'âge diffé­
rent de la popul.ation conadaenne entra1nant un pouvoir germinatif
différent. Ctest ce que nous avons voulu vérifi.er.

Des suspensions de spores provenant de cultures ont été
mises à ger.2er en goutte pendante en cellule de Van Tieghem depuis
6 jours, date à laquelle les colonies sont bien formées, jusqu'à
14 jours ..

LeG résultats suivants ont été observés : (chaque tableau
donne la moyenne de 3 essaiG)

.Qplonie d.e 6 jour.~

7
10

13

....
:
o..
o.
R..
...

S'I8

522
532
523
489

•·..•
o
R

•......
e..

61

205
296
324­
360

..•............
o.............

11

39
55
61

73

}

j



Colonie dei jour~

~TeIIros e ~ heure",:Nombre de Sl;ores:~lombl"e de spores: ~ de .

!
__..__~ :.~__~~:__i :e;'::_~~l::~~:

7 : 659: 72: 10.. . .

~
10 : 643 : 189 : 29
13 " 622 : 262 : 42

" .
16 : 570 : 285 : 50L 19 ~ 564 ~ 323 : 57

golo~e de 8jour§

(- • • " rd.(Temps en llaures·.eNOillbre de spores~:~Nombre de spores.: ~ de.
( : mesurées· germées :germJ.nat:ton

!
-------5------- ~ ------504------- ~ -------1;_------ ~ -----2-----

• e •
7 : 577 : 75 : 12

l
f 10 ~ 557 ~ 238 ~ 42

13 : 423 : 252 : 59
• • •

16 : 349 : 228 : 65
( .j 9 : 261 : 185 : 70
(~ .__: : "';~==e)

~~e~lps en wh~:e~ :I:~;~b~- de apoz-es:l~ombre de,spores: $j de. l}
(

Jo. .G. - >;;>: mesurées : germees :germinatJ.on
• • •

1
~-~----5------- ~ --~---374--~---- ~ -------6--------;--;--ï-----

't : 432 : 27 : : 6 )
• 0 0 , )" " .

! 10 : 464 : 126 : 27 ~
. 13 : 422 : 215 : 50

" " ..

1
16 350: 232 : 66 j
19 • 489 : 343 : 70

..-. .. ~ 0_
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Colonie de 10 jours

(~T ". ," :lioillbre de spo~os :!iJombre de spores: ~; de j)
omps on flouzes. mesurées • ~ernées ·~o~~nation

a • 0 o~

• Q •
~~_~ ~~_~:~ ~~ :~ ~~~.a~~:~~ ~_~_

5 : 414 : 9 : 2· . .
7 : 396 : 21 : 5· . .

10 : 397 : 61 : 15· : :13 : 492 • 155 • 31· . .
16 :: 436 : 163 :" 37

f 19 ~ 399 ~ 191 ~ 47 ~

Coloni(L?e 11 ,.,,1 ours

(r.1e ps e h ure :Nombre de spores :Nombre de spores: 5j de
~ 0 n e s: mesurées : germées :germination· . .
~~-----~----~--:-~-~~-----------e------~~~--~:~--~~---

5 0 485 · 3 · 00 · ·0 0 0

7 • 492 e 9 • 1· · 0

• • ·10 · 4·44 J 29 • 6• •
• 465 · 60

0

13 .. · 0 12
0 0 ..· • •

16 · 475 0 98 .. 20• · •
• •

1'9 491 .. 113 • 23• 0 ·~ --,.-.- • • ·
yolonie lie ' ' ", _jom"s1...

1

: .~ - h - :Nombre de spores :Uorllbre de spores: %de »
remps en eures: mesurées : germées :ger....nmataon· . . ~
~--~-~-·5·------- ~------366------;-------ë------- ~------;----)
~, 7 ; 2}2 ~ 17 ~ 7

1
10'", : 301 ; : ~)( : 1?

,13 . : 351 : 1·17 : .~.1
~ . .

: 16" 1 ~ 153 : 95 : G1

~ ! 19 ~ . 35\ ~ 224 ~. 63'
-~ -- -_._-..,.-.------------....:--- ---'
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F - r·l0DIFIÇ!TIONS CAUS:g,ES Plul. LE PAt1ASITE DAIm LA COIiIPOSITIOlJ DE
LA :PLANTE.... ~

Seule a été 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 moment 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 à 50 taches par folioles" certaines pouvant atteindre
3 mm de di~~ètre.

Extraction des glucide~

Les folioles sont broyée·s et mises à bouillir dans l 9al­

cool à 80° pour extraire les glucides.

L'alcool est enslûte élioiné par distillation BOl~ vide,
le résidu est déféqué à l'acétate de plomb à 10 %. Après précipita­
tion du plomb en excès par le carbonate de soude et filtration. on
obtient une solution aqueuse qui contient los glucides.

Au C01.ll'S 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
milieu alcaJ.in (au cours do l'apport du carbonate de soude) a

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

Le dosage a été ef~ectué par la méthode de Bertrand.

Les échantillons de feuilles à chaque essai étrnlt environ
de 10 grammes,. la toueur en sucres était trop faible pour ~tre lue
dans les tables. Cependant, par comparaison des deux séries, nous
n'avons pas trouvé de différences significatives entre les écl~-
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tillon,s de feuilles seines et de feuilles atteintes.

Une étude ultérieure devrait ~tre faite avec des éc~~
tillons de feuilles fra.îches de lt-ordre de 100 gr.ammes 'pour avoir
une tQneur en sucree suffisante.,
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galante de. 13 jours

~;Dmps en ~eures:Nombre de spores:No~bre de spores: %.de. -{

~-:-------------~---_:::~=::_--_:---~~::~---:~~~::j

!
5 : 400 : 1 : 0
7 : 382 : 8 : 2· . .

10 : 4·70 : 59 : '1 2· . .

!
13 ; 507 ; 120 ; 23

. 16 : 443 : 123 : 27
o • "

19 : 375 :109 : 29
o • •

Colonie de 14 jours

57

1

4

28

50

53

o

"

•"

•e
o•

·"o..

•·

·•

·"

9
19

141

245
324
197

o•
"•
••

:
•..

•··"

·•....

513
465
496
488
605

344

•
"

••

o·
·•
•·•o
••
•·
·..

5

7
10

13
16

19

...._~.~ -)
Terons en heures :Uombre de spores :Nombre de spores: %. de

t:' : . meeuréee : germées :germnatinl';! .· . .. \,

~~~~------:~~--------~----:~~-~~~~--~~---:~~~~--~--~J
)

~-------:=.-------...-;-----------_._---,
Le temps 1e plus intéressant est 19 heures pui.sque 1 \on

atteint l'assymptote de la courba de germination-

La courbe 6 donne les pourcentages de germination pour
ce temps en fonction de l'âge de la culture .. Nous obtenons une
courbe ên dents de scie avec chutes à 7, 11 et 13 jours. Il ~~t

di:ffi~ile de conclure d'après oes résultats ; l'essai devrait être

repris pour voir si les chutes du pouvoir germinatif son~ aléa­
toires ou. ai on iea retrouve ré~èrement. On peut cegen6~tnoter

que si l'on néglige ces écarts, on constate en joignant les somnets
de la courbe une diminution 1ente du poueeezrtage de gerqination .

qui passa dG " ~ 51 " entZ'e 6. et f 4 30Urse . . .
.N.ata ·1 _e~.1a co_ 6 leaJX)~ta"»r'Benttmt les essaie Partiels.et1es .

. croiX 1$. moyenue de' Ces :fêas8teo ..
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G ~ ESSAI DtOBTENTION DE CULTù1ŒS DE TISSUS D'ARACllIDES

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

1) rUse en germination des graines

LI essai de mise en culturc a été effectué à partir de
graines ce qui présente le minimum de risques d'infection" Les

graines sont mises à germ.er en tubes contenant une solution de
gélose à 10 g/l additionnée de 10 g/l de saccharose, ceoi pour
faciliter le développement des champignons qui auraient pu persister
après la désinfection_.

La désinfection des graines est faite par trempage dans
une solution d'hypochlorite de calcium à 40 g/l pendant 45 minutes
à 1 heure ..

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

2) Obtention de cals primaires

Les essais ont été réalisés en partant de l'hypocotyle et
de la tigelle. Le milieu utilisé était du Knop 1/2, 30 g/l de
saccharose, 10 g/l de gélose, 5.10-7 d'acide indole acétique et
20 %de lait de coco. La première série d'essais a été ré~lisée en
plaçant le pôle foliaire en bas. Un examen après 15 jours montre un
développement abondant de radicelles à partir du pOle radiculaire
et même le long de la tigelle ou de I1bypocotyle~

Les figure~ 7 et 8 montrent la structure anabomâque d'une
radicelle à l'endroit 0"4 elle circule dans l'écorce de l1hypocotyle
et n'a pas encore fait ~rruption à l'extérieur.
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figureï fi ft: épide:ane de ~ t hJipocotyle
b : parenchyme de l'écorce
c : radicelle avec son cylindre central d à structure

primaire.

figure 8: étude de détail montrant en l ~es cellules de l'éco1"èè
de l'hypocotyle,en 2 Itêcorce de la radicelle avec
cellules de petite taille à la périphérie et en 3 le
cylindre eentralavee les faisceaux du bois et du liber ..

Sur .la totalité des hypocotyles et sur 50 %dés tigelles.
apparaissent du côt;é du pele foliaireimmerg-é dans la gélose des
proliférations de tissus.

Une ooupe effectuée dans ces prolifé;rations montre un
t1ssu formé de cellules ayant l··iaspeet de cellules du parenchyme.

On trouve disséminées' à l'intérieur de ce tissu déS eelltùes pré­
sentant des réticulations colorée5 en vert par 1e vert d'iQde ;
ces ceJ.lti-les eonf donc assimilables à des ce1J_ul.ès du bois (figure 9)1;
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