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Le niébé représente la premiére source de protéines
alimentaires pour les populations rurales des pays sahéliens comme le
Burkina Faso ou la paysannerie constitue sur les 7000.000 d'habitants plus
de 90 % de la population. En plus de l1a sécheresse, qui constitue la
premiére calamité naturelle de ces régions sahéliennes, la production de
niébé est beaucoup limitée par les attaques d'insectes, les maladies et les
infestations par certaines plantes parasites comme le JSiriga
gesnerioides.

Ces différents problémes ont conduit a 1a création en 1978 au
Burkina Faso d'un Programme National pour 1'Améljoration du niébé.

Parmi les nombreuses maladies qui attaquent 1a plante, une
s'est particuliérement manifestée ces derniéres années au Nigeria et au
Burkina Faso. II sagit de la maladie des taches brunes due au
Colletotricham capsici. Plusieurs méthodes de lutte peuvent étre
utilisées dans la lutte contre la maladie. Le pathogéne contaminant les
semences et transmettant alors la maladie a la génération suivante,
EMECHEBE (1981) préconise 1'utilisation des semences traitées comme 1'un
des meilleurs moyens de lutte. Dans le but de vérifier cette proposition,
nous avons mis en place a Kamboinsé (Burkina Faso) au cours de la
compagne agricole 1983 et de la suivante, un essai avec un fongicide, le
Peltar (Manébe + Thiophanate méthyl) en traitement des semences. Ii
convient de remarquer que l'utilisation de semences traitées ne peut pas
constituer une garantie totale quant a d'éventuelles contaminations par
dautres sources dinoculum. A cet égard, l'utilisation des wvariétés
résistantes semble offrir plus de sécurité.

Depuis le signalement de la maladie en Afrique, l'un des
premiers efforts des phytopathologistes a donc consisté & mettre au point
une méthode permettant i'évaluation au champ de la résistance variétale.

Dans le cadre de notre travail, nous avons essayé d'améliorer la
méthode de notation mise au point par les chercheurs pour le criblage des
variétés contre cette maladie. L'échelle de notation adoptée s'inspire du
systéme de notation mis au point par I'IRRI (1975) pour évaluer la
résistance naturelle du riz a la pyriculariose.

Nous nous sommes proposé de prendre uniquement en compte
les manifestations de la maladie sur les plantes jeunes aprés inoculations
en serre et de voir quel type de corrélation existerait entre ces résuitats et
ceux obtenus sur les plantes issues de ces mémes variétés au champ
pendant leur maturité.

D'un point de vue pratique, une corrélation positive entre les
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résultats en serre et ceux du champ présenterait beaucoup d'avantages
comme :

- rapidité des criblages

- faisabilié des criblages en toutes saisons car, a partir de
jeunes plantes qu'on peut faire pousser pendant les saisons mortes, il n'est
plus nécessaire d'attendre l'arrivée de la saison des pluies.

Cet objectif a exigé 1a mise en place d'un essai de comparaison
variétale au champ & Kamboinsé lors de 1a campagne agricole 1983.

D'un point de vue génétique, 2 types de résistance caractérisent
le comportement des plantes face aux attaques des pathogénes. Il s‘agit de
1a résistance verticale et de 1a résistance horizontale. La résistance verticale
confére une protection compléte mais non permanente en impliquant donc
des mécanismes qui sont a lintérieur du pouvoir de variation du
pathogéne. Dans le cas de la résistance horizontale, les mécanismes sont
hors de la variabilité du pathogéne. I1 n'y a pas d'interaction différentielle
et les souches différent par leur agressivité. Les plantes possédant le
premier type de résistance perdent souvent cette résistance a la suite de
I'apparition de souches virulentes du pathogéne impliqué dans la maladie.
L'existence d'une spécificité parasitaire se traduisant par la mise en
évidence de races du pathogéne est alors notée comme dans le cas du
couple haricot- Colletolrichom lindemulbisanum

A notre connaissance, il n'existe pas encore de cas de spécificité
parasitaire variétale démontrée dans l¢ cas du couple niébé-
Collelolrichum capsics . Cette situation nous a paru intéressante pour
entreprendre 1'analyse des différentes protéines impliquées dans ce couple.
En effet, plusieurs auteurs ont mis en évidence ces derniéres années
l'implication des protéines dans de nombreux cas d'interactions
hdte-pathogénes. Comme exemple, on peut citer 1a cas du niébé et du virus
de la nécrose du tabac (COUTTS, 1978). Nous avons repéré au laboratoire
des protédines similaires.

L'analyse des différentes protéines impliquées dans I'interaction
niébé-Colletotrichnm ne nous permetirait-elle pas de les utiliser
comme marqueurs des souches de Collelolrichum et des variétés de
niébé et ainsi de pouvoir séparer les variétés utilisées suivant leur
résitance? Telles sont les hypothéses que nous avons formulées en
entreprenant cette étude.

Notre travail sera présenté selon le plan suivant :

- Dans une premiére partie, une étude bibliographique fera la
synthése des travaux effectués sur le couple niévé-Colletolrichum
depuis I'apparition de la maladie des taches brunes en Afrique. Cette étude
sera compiétée par l'importance que revét la synthése de nouvelles
protéines dans les mécanismes de résitance de 1a plante, et 1'utilisation de




l'immunologie en pathologie végétale. Le matériel et les méthodes utilisés
pour notre travail seront également exposés dans cette partie.

- Dans la deuxiéme partie, nous présenterons les résultats de
notre essai de lutte chimique contre le Coflelolrichum capsics par le
traitement des semences du niébé. L'étude sur le comportement de
résistance de quelquesvariétés de niébé face a la maladie des taches brunes
aussi bien au laboratoire qu'au champ sera ensuite exposée pour illustrer la
mise au point d'une méthode d'évaluation de la maladie.

- Dans la troisiéme partie nous présenterons les résultats sur la
séparation et l'analyse des protéines des extraits de plantes de niébé
(diffusats) traités ou non par différentes souches de Colfetotrichuom ot
aussi des protéines des mémes souches de pathogéne. La spécificité de ces
différentes protéines sera étudiée par des méthodes immunologiques et
sérologiques avec pour objectifs de comprendre les mécanismes de
linteraction hote-parasite et de définir des critéres ou marqueurs de
variété ou de souche.



PREMIERE PARTIE :

- ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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CHAPITRE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE




A - LE NIEBE ET SA CULTURE

Le niébé est 1a plus importante légumineuse alimentaire des
régions de savane de l'Afrique de 1'0uest. Les statistiques de la FAO
publiées ces derniéres années révélent que la production africaine
représente 80 a 90 % de la production mondiale de cette légumineuse
estimée 4 1.400.000 tonnes. La production totale des pays sahéliens
suivants: Mauritanie, Burkina Faso, Niger, Sénégal et du Nigéria était de
1.100.000 tonnes en 1971 pour un rendement de 240 kg/ha (KASSAN,
1976).

Premiére source de protéines végétales dans l'alimentation des
populations rurales, il représente également une source de revenus
monétaires pour les agriculteurs de ces pays.

Depuis plusieurs années, 1'Institut International de 1'Agronomie
Tropicale (IITA) basé a Ibadan (Nigéria) s'occupe a travers sa section
d'Amélioration des légumineuses a graines de promouvoir la culture du
niébé dans ses zones de production. Avec la création de la Commission
Scientifique Technique et de Recherche de 1'0rganisation de 1Unité
Africaine, une équipe de chercheurs travaillant pour l'amélioration du
niébé a été installée en 1979 dans la Station de Recherches Agronomiques
et Zootechniques de KAMBOINSE (Burkina Faso) . Cette équipe a pour role
d‘aider les différents programmes nationaux de recherche des pays situés
dans les zones semi-arides du continent dans la production de variétés a
haut rendement et adaptées a ces zones.

A-1 Généralités sur la culture du niébé
a ) Importance de 1a culture du niébé au Burkina Faso

L'agriculture burkinabeé comme celle de la plupart des pays
sahéliens est de type traditionnel De par cette structure, le niébé y a de
tout temps été cultivé en association avec les 3 principales cultures
céréaliéres du pays que sont le Sorgho (Sosrghum bicolor) e Mil
{Pennisetum typhoides) et le Mais (Zea mais) Selon les
statistiques de la FAQ (1978), le Burkina Faso était le 3éme producteur
africain de niébé avec une production supérieure a 90 000 tonnes derriére
le Nigéria (800 000 tonnes) et le Niger( 271,500 tonnes). Les chiffres réunis
par la Section de Statistiques agricoles de la cellule de la Planification
Rurale du Burkina a la méme époque donnaient 51.759 tonnes de niébé et
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25 491 tonnes de voandzou qui est 1a deuxiéme légumineuse derriére le
niébé (cf figure 1).

b) - Caractéres botaniques et systématique de la plante

Le niébé Vigas waguiculala (L) Walp. (synonyme ¥
sinensis (L) Savi ex Hassk. qui est une des six espéces cultivées du
genre Vigaa (Brenan, 1963) (160 espéces au total) appartient a la tribu
des Phaseoleae famille des légumineuses. C'est une plante herbacée
annuelle, autogame (fécondation croisée de 0,2 a 2 %) dépassant rarement
60 centimétres de hauteur (BOIS, 1927). Les feuilles alternées trifoliolées
sont rattachées a 1a tige par un pédoncule de 5 a 15 ¢cm. Les ports sont
érigés, rampants ou grimpants. Les gousses ont des longueurs variables (de
5 a 30 centimétres) sont dehiscentes avec des graines de couleur variable
selon les cultivars.

¢) Caractéres écologiques

e VAVILOV (1935) a proposé 'Inde et 1Ethiopie corm: les
centres primaires d'origine du Niébé.

o STEELE et MEHRA (1980) citent les auteurs tels que PIPER,
WIGHT, AMES et WATT, qui ont proposé respectivement 1'Inde; le Nord de
I'lnde, le Pakistan et 1'Iran; I'Inde et I'Afrique, comme centres dorigine.
Aucun doute ne subsiste quant aux centres de diversitiés génétiques que
sont I'Inde et I'Afrique.

Plusieurs types de variétés adaptées aux différentes zones de
culture de 1a plante qui couvrent les régions semi-arides aux zones
tropicales humides a travers 1'Afrique, 1'Asie, 'Australie et 1'Amérique
existent.

e HUXLEY et SUMMERFIELD (1976) situent la variation
génotypique 1a ptus importante entre les variétés au niveau de 1a floraison
précoce ou tardive correspondant respectivement aux variétés non
photosensibles et aux photosensibles fleurissant pour des jours courts.

d) Technique de culture du niébé

Dans 1a plupart des pays africains ot il est produit, le niévé est
rarement cultivé en culture pure mais en association principalement avec
le Mil, le Mais, le Sorgho et les tubercules (Patate douce, Igname).
L'avantage de cette pratique c'est quelle réduit les attaques des ennemis
de la plante et permet une récolte de t'ordre de 25 4 50 ® par rapport au
rendement potentiel (KASSAN, 1976).



Tableau I : Principales maladies du niébé et distribution
dans le Monde. (Allen et al., 1981).

Maladie , ) . Importance des Transmission
ad Agent causal Distribution pourcentages de par les
perte du rendement semences
| Fonte de semis Rhizoctonia solani | Nigéria, Burkina Jusgu'a 75 % +
Pythium aphanider- | faso et probable-
matum ment ailleurs
. 2 Maladies de la
! tige du collet
et de la racine
Anthracnose Colletotrichum Afrique, Inde, 35 a 30 + (40 %)
lindemuthianum Brésil
Pourriture de P. aphanidermatum Monde entier Locale -
la tige
" Corticium rolfsii Probablement dans Faible -2
tout le monde
" Fusarium solani afrique, Amérique Locale + ?
" . tropicale
chgggggmlna
. ) Locale +
3 Fletrissement -
Fusarien F. oxysporum Toutes les zones Locale +
de culture
Verticillien
4 Taches foliaires
n .
g Cercosporiose |Cercospora canes- Toutes les zones 20 et 40 % +
g cens et C. cruenta | de culture respectivement
2 Taches zonées [Corynespora Faible +
e} cassiicola
= cassiicola
0 Septoriose Septori§ vignae Locale + 2
- et S. vignicola
Q
3 5 Brilures du Rhizoctonia solani= Contrainte majeure +
= feuillage Thanatephorus dans les zones
cucumeris tropicales humidec |
Ascochyta phaseo- afrique, Amérique +
Torum Centrale
6 Rouilles, Char-
bons et Oidiums
Rouilles Uromyces appendicu-| Toutes les zones Importante -
Tatus = U. vignae de culture
Phakopsora ; : Faible -
Bachyrhizi Afrique, Asie aible
Gousse rouille |Synchytrium dolichi| Afrique, Asie Faible -2
Charbon des Protomycapsis Afrique, Inde, Localement‘impor— -
feuilles phaseoli = Brésil tant au Bresil
Entyloma vignae
oidium Erysiphe polygoni Sur tous les Importante en Amé- -
continents rique tropicale et
en Inde
7 Maladies des
gousses
Pourritures Choanephora spp. Nigé;ia, Inde, Faible -
des gousses Brésil
Maladie des Colletotrichum cap-| Afrique (Nigéria, pocalement +
taches brunes |sici et C.truncatum Burkina faso importante
Gale Elsinoe phaseoli Afrique, Amérique Probablement
Centrale locale
Chancre Xanthomonas Afrique, Amérique, +
B bactérien vignicola Inde
=¥ Taches Xanthomonas Nigé;ia, Tanzanie, +
od bactériennes |spp. Brésil
0 o




Selon NORMAN (1972), les variétés locales en Afrique ont
généralement des maturités tardives (80 a 160 jours) et sont plus adaptées
aux intensités lumineuses plus faibles, sous les autres cultures avec
lesquelles elles sont en association.

e) Utilisations principales

o Source de protéines végétales : la graine de niébé contient
24% de protéines alors que celle du voandzou n'en contient que 145 &
(BOIS, 1927 ; Memento de I'Agronome, 1974).

e Source de revenu monétaire pour les agriculteurs de certains
pays.

o Source de fertilité du sol, régénérée par la fization
symbiotique de 1'azote.

f) Ennemis de la plante

Les insectes et les maladies constituent les principales
contraintes pour l'augmentation de 1a culture du niébé dans les régions
tropicales (WILLIAMS, 1975 ; ALLEN &2 &/, 1981).

SINGH et ALLEN (1980) signalent que, dans les savanes
africaines ou la plus importante quantité de niébé est produite, les pertes
de rendement dues aux insectes sont plus grandes que celles dues aux
maladies. Par contre, dans les zones plus humides de production, ce sont les
maladies qui sont les plus importantes. Les chercheurs du Projet Conjoint
31 SAFGRAD (Recherche et Développement des Cultures Vivriéres dans les
Zones Semi-Arides) de 1'0UA/CSTR dans leurs tournées d‘lnspection du
niébé en 1982 ( Newsletter, 1983) ont remarqué que les insectes se sont
avérés étre la contrainte majeure dans tous les sites visités (Sahel, Savane
soudanienne, Savane guinéenne) alors que la réaction face aux maladies
variait considérablement. Voir le tablean I des principales maladies du
niébé et leur distribution dans le Monde.

A - 2 La maladie des taches brunes du niébé
a) Historique

Deux espéces de Colletolrichum ont été identifiées comme
étant pathogénes du niébé

o . lindemulbisoum (Sacc. & Magn) Br. & Cav. agent
responsable de I'Anthracnose du niébé qu'on trouve dans les régions a



forte pluviométrie comme le Sud du Nigéria (ONESIROSAN et BARKER,
1971).

o L. capsicf signalé pour la premiére fois en Afrique (Nigéria)
par WILLIAMS (1975) est également responsable d'un type d'anthracnose
dans les régions de savane.

L'Anthracnose due auw ¢ findemulhisnum st
essentiellement une maladie des tiges alors que celle due au . capsics
attaque en plus des tiges, les fleurs, les gousses et les graines. D'ou
l'appeliation par certains auteurs (WILLIAMS, EMECHEBE, SINGH, ALLEN)
de "‘maladie des taches brunes” dans le cas de . capssic/ pour la
différencier de la premiére. A partir de 1977, 1a maladie des taches brunes
a pris de l'importance dans toute fa zone Nord du Nigeria (région de savane
soudanienne) qui représente 80 a 90 % des aires de production du pays
(EMECHEBE, 1981).

Au Burkina Faso, le programme National pour 1"’Amélioration du
niébé qui a été créé en 1978 n'a cessé de signaler 1a présence de la maladie
dans le pays depuis cette date. En 1981, il a été décidé d'incorporer la
recherche a la résitance variétale de 1a maladie dans les programmes de
recherche (Rapport annuel, 1981). Les travaux JdEMECHEBE (1981)
d'ALLEN ez a2/, (1981) font ressortir I'importance que revét cette maladie
au Burkina Faso et au Nigeria.

b) Systématique et description du pathogéne

Colletolrichum capsici (Syd.) Butler et Bisby comme la
plupart des agents responsables des Anthracnoses est un champignon dont
1a forme conidienne permet de le classer dans l'ordre des Mélanconiales.

Le pathogéne de la maladie des taches brunes du niébé a été
identifié par le Commonwealth Mycological Institute (EMECHEBE, 1981)
comme étant le £. capsici. On le rencontre sur les hites comme le
piment, la tomate, 'aubergine (LING et LIN, 1946 ROGER, 1953, SMITH et
CROSSAN, 1958; CHI-CHANG CHEN et HUN-YING HSU, 1968) sur lesquels il
provoque fa pourriture des fruits murs. Sur le poids d'’Angole et le Jute
(SOMANI ef af, 1975, 1976) il est responsable de la brulure des
plantules, du chancre des tiges et de leur mort. On le trouve aussi sur la
canne a sucre (SINGH ef &/, 1974), le coton (CHOPRA eZ a2/, 1975), le
sofa (ROY, 1982).

Les acervules du champignon de forme arrondie ou allongée
ont un diamétre varjant entre 110 et 350p.

Les soies brun-noir (76 2 193x4,5a 7,0 u)ont 2 & S divisions
et ont une cellule terminale lancéolée (largeur de 1'apex 2,52 3,3u) et une
cellule basale qui est plutdt légérement renfiée (largeur de 6,92 10,3p) ou



ayant le méme diamétre que les cellules centrales.

Les conidophores (8,5 a 17,3 x 3,0 a 4,0 p) sont cylindriques et
hyalins, les conidies (21 & 31 ¥ 3,5 @ 45 p) sont hyalines, légerement
lancéolées (largeur a la base de 1,7 @ 2,5 p), unicellulaires et le plus
souvent falciformes mais occasionnellement droites. La masse conidienne
en culture sur PDA est initialement de couleur créme, elle devient par la
suite rosée.

¢ ) Symptomes de 1a maladie des taches brunes

1 - Sur semences et plantules

Il apparait une coloration brun-pourpre ou brun-noir de la
graine accompagnée d'une craquelure du tégument dans les cas les plus
avancés. Ces symptomes différent de ceux dus au AMscrophomins
phaseolipsg qui donne une coloration grise aux graines. attaquées
(EMECHEBE et Mc DONALD, 1979). Occasionnellement les semences
affectées par £. capsics sont grises & noires et ceci est du a la formation
d'acervules. Les travaux dEMECHEBE (1981} montrent que les graines
sévérement attaquées n'arrivent pas a germer. Les plantules provenant des
graines faiblement contaminées meurent, soit avant ,soit quelques jours
aprés la levée, a la suite de 1a formation d'une 1ésion pourpre entourant la
tige au niveau du sol ou des cotylédons.

2 - Sur tiges, feuilles et gousses

La présence de taches brunes sur toute la tige est
‘caractéristique. Celles qui sont en bas de la tige peuvent éventuellement
anneler la tige a ce niveau causant le flétrissement et la mort de la plante.
D'autres 1ésions sur tiges sont initialement bruns noires et ultérieurement
développent de petites craquelures au centre. La coloration jaune paille du
centre est souvent entourée par un liseré brun-noir.

Les symptomes sur feuilles sont rares. On observe souvent une
décoloration brun-noir du pétiole et des nervures.

La formation de taches brunes sur tout l'appareil floral conduit
a une perte totale de productivité des gousses. Une attaque partielle
entraine la déformation, le ratatinement et la momification des gousses
immatures. Sur les gousses séches, en conditions humides au champ, le
champignon sporule pour produire une lésion avec alternance de bandes
brunes et noires (les noires étant dues a la formation d'acervules). Cest 1a
phase la plus propice au diagnostic de la maladie (EMECHEBE, 1981).



d) - Transmission de la maladie et moyens de lutte

Selon les travaux dEMECHEBE et Mc DONALD (1979) et
dEMECHEBE (1981), le pathogéne contamine les semences de niébé qui
transmettent alors la maladie a la génération suivante comme dans le cas
du piment (GROVER et BANSAL, 1970), du coton (CHOPRA ez &/, 1975), du
soja (ROY, 1982). Ces graines contaminées produisent l'infection primaire
sur plantules au niveau du sol a partir de laquelle l'infection secondaire
s'étend par projection des gouttes de pluie. Les infections primaires jouent
donc un réle important dans la propagation de 1a maladie au champ. I1 est a
signaler que les graines contaminées par £. capsscs subissent au cours de
leur conservation des transformations biochimiques importantes marquées
essentiellement par une augmentation de 1a quantité en acides gras libres,
une augmentation en sucres réducteurs et une diminution en protéines,
(CHARYA et REDDY, 1981) leur faisant perdre ainsi une part importante de
leurs qualités alimentaires.

Concernant les moyens de lutte contre cette maladie du niébé,
EMECHEBE (1981) montre de fagon claire que le semis de graines saines
indemnes du pathogéne constitue une des méthodes de lutte les plus
efficaces et ceci en raison du réle important joué par les infections
primaires dans la propagation de la maladie. ‘

L'élimination des débris végétaux est une pratique necessaire.
CHOWDHURY (1957) a montré sur le piment le role important que jouent
<es débris dans la propagation dans l'air des conidies de £. capsier..

L'utilisation des fongicides comme le Ferbame (Dimethyldithio-
carbamate ferrique), le Captane (groupe des Phtalimides) et le Dithane
(Dithiocarbamate de manganése) en pulvérisations donne de bons résultats
(EMECHEBE, 1981). Mais ce moyen n'est pas a la portée des paysans
africains. Parmi les moyens de lutte chimique, le traitement des semences
parait étre une voie plus facile & mettre en oeuvre.

ALLEN e a&f (1981) par 1a mise en place d'essais
internationaux contre les maladies du niébé, essais congus sur le méme
dispositif que WILLIAMS (1977) ont aussi réussi a identifier quelques
variétés de niébé résistantes a 1a maladie des taches brunes.

B - IMPORTANCE DES PROTEINES PR. DANS LES INTERACTIONS
HOTE-PATHOGENES

L'attaque d'une plante par un parasite aboutit soit au
développement du parasite, soit & I'arrét de sa propagation. Dans ce dernier
cas, on parle de la résistance de la plante. Cette résistance est exprimée par
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les 2 types de moyens de défense dont dispose la plante :

*1es moyens préformés existant dans les plantes saines et dus a

la présence de structures physiques et/ou de molécules préformées
(CAMPBELL et &/., 1980, AKAI et FUKUTOMI, 1980}

| *les moyens dynamiques qui se déclenchent dans la plante

aprés l'arrivée du pathogéne et comportent une série de réactions qui vont

empécher le développement du parasite (BECKMAN 1980, CRUICKSHANE,

1980).

La réaction hypersensible (RH) est I'une des manifestations les
plus typiques de la résitance des plantes aux maladies. Elle se caractérise
chez 1a plante par la formation de nécroses ceflulaires précoces aux points
de pénétration dans les tissus (MESSIAEN, 1981). L'arrét de la croissance du
parasite fait suite a l'infection qui déclenche dans la plante des réactions
cytologiques et biochimiques inhibant son développement (BECKMAN
1980, CRUICKSHANK, 1980)

Plusieurs auteurs se sont intéressés a la RH pour étudier la
nature des nouvelles molécules formées dans les cellules des plantes
présentant ce type de résistance.

B 1 - Mise en évidence de protéines nouvelles

Déja en 1961 ROSS suggére que la résistance d'un cultivar de
tabac face a une infection par le VMT serait due a des substances
transportées des sites d'infection vers les autres parties de la plante. Ce
type de résitance est appelé résistance induite. La mise en évidence des
nouvelles protéines dans les interactions hote-parasitesdate des premiers
travaux de GIANINAZZI eZ af (1969 et 1970) et de VAN LOON et VAN
EAMMEN (1970). Lors de 1a RH observée avec la variété Samsun NN de
Nicolinis tabacum infectée par le VMT, GIANINAZII et VALLEE
(1969) constatent que l'arrét de la réplication virale n'est pas du a une
barriére de cellules mortes car il existe du virus biologiquement actif dans
les cellules vivantes situées au dela de la nécrose. Cet arrét est du a une
autre barriére qui rend ces cellules incapables de répondre complétement a
I'information génétique que posséde l'acide ribonucléique viral. Une
élévation de la température de 20 a 30° C levant cette incapacité, ils
pensent a 1a mise en jeu de substances protéiques. Utilisant par 1a suite la
technique d'électrophorése en gel de polyacrylamide, GIANINAZZI ef a3/
(1970) et VAN LOON ¢t VAN KAMMEN (1970) ont mis en évidence
I'apparition de nouvelles protéines lors de la RH observée avec la variété
Samsun NN de Nicoliniaz ltabacum infectée par le YMT. Ces nouvelles
molécules sont observées dans les fractions protéiques solubles et stables
en milieu acide, extraites des feuilles de 1a plante.
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BARKER en 1975 démontre que ces nouvelles molécules
n'apparaissent pas seulement lors de la RH mais font partie des
constituants normaux de la cellule. VAN LOON (1976) conteste les
conclusions de BARKER par une étude approfondie des
electrophorégrammes en réaffirmant que les nouvelles protéines ne se
trouvent pas dans les plantes saines.

FRASER en 1931 souléve a nouveau ce probléme en publiant
que les plantes sénescentes peuvent contenir une faible quantité de ces
protéines. AHL (1983) trouve que cette observation n'est pas en opposition
avec le lien entre ces protéines et la résistance car les 1ésions virales sont
plus petites sur feuilles agées que sur feuilles jeunes.

B 2 - Nomenclature des protéines nouvelles

Elle varie beaucoup selon les auteurs. GIANINAZI] ef &f
(1970) observent l'apparition de 4 bandes protéiques supplémentaires
dans un extrait des feuilles de tabac ¢v. xamsZ&s. nc. par rapport a un
extrait témoin non inoculé au VMT. Iis appellent ces bandes b1, b2, b3 et
b4. VAN LOON et VAN KAMMEN (1970) déterminent également 4 bandes
protéiques nouvelles par séparation en gel d'electrophorése d'une solution
protéique des feuilles de tabac ¢cv. Samsumet Samsun Nn, infectées par
le VMT. Ces composés sont notés I, II, III et IV correspondant
respectivement a b4,b3,b2 et bl.

ANTONIW e a/, (1980) ont proposé de remplacer les noms
initiaux de ces protéines par le terme général de protéines PR~
("Pathogenesis Related proteins®). L'unanimité n'a pas encore été faite
autour de cette nomenclature et KASSANIS (1981) propose le terme de
“Résistance-Associated proteins”.

Pour notre part, nous avons retenu le terme de protéines PR et
les raisons de ce choix tiennent compte des premiers résultats obtenus
par VEDIE, (1984).

B 3 - Role des protéines PR

La plupart des travaux montrent que les protéines PR sont
observées essentiellement dans les plantes infectées qui manifestent une
réponse de type réaction hypersensible. La production de nouvelles
protéines par la plante semble donc étre spécifique de son état de
résistance. 11 a fallu, dans un premier temps, montrer que ces composés
nouveaux ne sont pas des produits de dégradation s'accumulant dans les
plantes a la suite de processus nécrotiques déclenchés par 1a RH. Cette
hypothése a été écartée a la suite des travaux de KASSANIS et WHITE
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(1974) et de GIANINAZZI et MARTIN(1975). Ces 2 équipes montrérent que
l'utilisation de l'actinomycine D (inhibiteur de 1a transcription) supprimait
l'apparition des nouvelles protéines. D'autre part, GIANINAZZI et KASSANIS
(1974) signalent que l'injection dans des feuilles de tabac saines d'acide
polyacrylique non seulement stimule la production de 3 des 4 bandes
protéiques nouvelles mais aussi induit la résistance a l'infection par le
VMT. La production de protéines b diminue rapidement et la multiplication
virale reprend lorsqu'une plante ayant produit des protéines b a la suite
d'une RH est transférée a 32° C (GIANINAZZI 1970). AHL (1983) montre
que des tabacs sensibles greffés sur des plantes inoculées hypersensibles
au VMT synthétisent leurs propres protéines sous l'effet d'un stimulus
(messager chimique) produit par les feuilles inoculées.

En 1983, AHL conclut que 1a production de protéines b n'est pas
spécifique vis a vis du pathogéne. En effet plusieurs auteurs ont montré
que les protéines b apparaissent lors de la RH aux virus (GIANINAZII et
&/. 1970 ; VAN LOON et VAN KAMMEN 1970 ; VAN LOON 1975); TAS et
PETERS 1977 ; COUTTS 1978), aux bactéries (AHL eZ &7 1981) et aux
champignons (GIANINAZZI e &/ 1980 ; ANDEBRAHN et &/, 1980 , DE
WITT et BAKKER 1980). Cette liste fut étendue a un nématode provoquant
des Iésions nécrotiques locales (Apaelfenchoides ritzemaboss aprés
les travaux de AHL (1983).

Toutes ces différentes observations lient donc la présence ou
l'apparition des protiénes PR dans un tissu avec la résistance aux agents
pathogénes et de méme l'absence ou la disparition des protéines PR avec
une absence ou une perte de 1a résistance.

Bien que associées a la manifestation de l1a résistance par
hypersensibilité, les protéines PR ne semblent pas capables d'induire cette
résistance. En effet KASSANIS e &7, 1974 constatent que des tabacs sains
traités par un extrait de tabac contenant ces protéines ne deviennent pas
résistants a l'infection virale.

Les travaux de AHL (1983) basés sur les aspects moléculaires et
génétiques de la RH résument assez bien les hypothéses actuelles sur le
16le possible des protéines PR. La premiére concerne I'implication de ces
composés dans un meécanisme de résistance aspécifique cest-a-dire
déclenché par des virus, des bactéries, des champignons ou induit par des
produits chimiques et s'exercant indépendamment de l'agent inducteur
contre les 3 types de pathogénes. La deuxiéme hypothése est leur role plus
spécifque de résistance contre les virus en entrant en compétition avec la
multiplication virale Ceci n'est pas @ priors incompatible avec le fait que
les protéines PR apparaissent également lors de RH a des bactéries ou a des
champignons, ou aprés infection par un nématode foliaire En réponse a
lattaque de parasites, un grand nombre de modifications interviennent
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dans la plante. Certaines de ces modifications pourraient intervenir
directement contre le pathogéne présent, et les autres étre mises “en
réserve” pour le cas ou d'autres pathogénes arriveraient par la suite. On
sait par exemple que lors de la RH aux virus, les Nicoliana tabacam ¢t
le N. glatinosa accumulent les phytoalezines qui nont pas daction
antivirale (MANSFIELD 1982). Pourquoi donc les plantes n'accumuleraient -
elles pas des protéines PR sans action antifongique aprés infection par un
champignon ?

B4 - Synthése des protéines PR

L'utilisation de [l'actinomycine D inhibe l'apparition des
protéines PR (KASSANIS et WHITE 1974 ; GIANINAZZI et MARTIN 1975).
Cette observation a été utilisée par ces auteurs pour montrer que les
protéines PR ne sont pas des produits de dégradation qui s‘accumulent
dans les cellules des plantes a la suite de processus nécrotiques. Compte
tenu de fa propriété inhibitrice de la synthése d'ARN messager propre a
l'actinomycine D, on en conclut donc que 1a synthése des protéines PR doit
étre sous la dépendance d'un code génétique porté par I'ADN. Ceci est
confirmé plus tard par AHL eZ #/(1982) qui proposent l'utilisation de ces
protéines comme marqueurs génétiques de résistance. En effet, des
croisements interspécifiques de certaines espéces de WNricol/ama ont
montré que les déterminants des protéines PR sont transmis sexuellement.
Les hybrides possédent la somme des protéines de leurs parents.

CARR et #/(1982) montrent la présence d'’ARNm des protéines
PR dans les Nicolizpa labacum var. Xanlhi sains, bien que ces
protéines n'aient pas été révélées dans les mémes plantes. Ceci montre que
le contrdle de la synthése des protéines PR s'effectue au niveau de la
traduction et non de la transcription comme le montraient KASSANIS et
WHITE (1974) et GIANINAZZI et MARTIN (1975).

AHL (1983) pose la question de savoir pourquoi les ARNm des
protéines PR sont traduits lors de la RH ou aprés traitement par certains
inducteurs, provoquant ainsi une accumulation de ces protéines dans les
tissus des plantes qui conjointement deviennent plus résistants aux virus.
La suggestion faite par CARR et af ¢1982) et I'hypothése avancée par
GIANINAZZI (1970 et 1982) répondent a cette question. En effet, CARR e
&/ 1982 suggerent que les ARNm des protéines PR sont présents soit dans
le noyau, soit dans le cytoplasme sous forme de complexe protéines -
acides ribunucléiques et donc non disponibles pour 1a traduction. Lors de la
RH aprés traitement par divers inducteurs, ces ARNm seraient alors libérés
puis traduits. GIANINAZZI (1970, 1982) pense que les protéines PR sont
des analogues de linterferon, une glycoprotéine qui apparait dans les
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cellules animales aprés infection virale et qui confére a I'organisme un état
antiviral.

B-5 - Caractéristiques biochimiques et sérologiques des protéines PR.

Plusieurs auteurs se sont intéressés a la purification et a la
caractérisation des protéines PR obtenues dans les interactions tabac-
virus. GIANINAZZI e &/ (1977), ANTONIW eZ &f, 1980, AHL 1933,
montrent que les bandes b1, b2 et b3 des protéines PR du couple tabac-
virus sont des composés de masse moléculaire identique. Selon les auteurs
et en fonction des techniques utilisées, cette masse varie de 16000 a2 14200
daltons.

GIANINAZZI et a&f. (1977) par extraction préférentielle a pH
2,8 ont suggéré que b1, b2 et b3 seraient composées du méme monomeére
de poids moléculaire voisin de 16000 alors que la bande b4 serait
composée d'un monomére de poids moléculaire 29500. Les bandes b2 et b3
seraient des diméres et triméresde b1. |

ANTONIW et PIERPOINT (1978), utilisant la chromatographie
sur gel et 'absorption sur DEAE cellulose pour la purification, estiment le
poids moléculaire de b1 a 15000.

En 1980, ANTONIW et &/ précisent que les bandes bl, b2 et
b3 sont constituées d'un simple polypeptide, d'un poids moléculaire
similaire d'environ 14200, la méme composition en acides aminés, des
propriétés sérologiques identiques mais ont des charges différentes.

Les protéines PR, b, PS; mises en évidence avec les couples tabac-virus et
haricot-virus sont en outre résistantes a 1a digestion enzymatique par les
peptidases (PIERPOINT, 1983; AHL, 1983; REDOLFI et CATISANI, 1984).

C-UTILISATION DE L'TMMUNOLOGIE EN PATHOLOGIE VEGETALE

Limmunologie ou science de 1a défense de l'organisme consiste
en I'étude des moyens de 1a reconnaissance et de 1a neutralisation des
substances ou corps étrangers. La réaction immunitaire des animaux a sang
chaud est hautement spécifique. En effet, l'animal est capable d'activer
pour chaque substance étrangere qui le pénétre, des cellules hautement
spécifiques ayant pour role la défense de l'organisme. Deux types de
réactions sont rencontrées en immunologie : la réaction humorale par
anticorps circulants et 1la réaction cellulaire souvent révélée par
I'hypersensibilité retardée témoignant de f'activité des lymphocytes T.
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C.1. - Réaction immunitaire par anticorps circulant (ou réaction humorale)

Lorsqu'on injecte a un animal desmacromolécules étrangéres
(antigénes), il fabrique des anticorps (produits par les lymphocytes B),
spécifiques de l'antigéne, qui, lorsqu'ils sont & nouveau mis en présence de
la substance, la reconnaissent puis l'agglutinent ou participent a sa
destruction. L'antigéne se caractérise dans la majorité des cas par deux
parties. L'une d'elles, le déterminant antigénique ou hapténe intervient
dans la spécificité antigénique des anticorps grace a une reconnaissance de
type stérique. Cette propriété a permis de résoudre certains problémes de
taxonomie en pathologie végétale grace a Iutilisation d'antiserums
spécifiques. L'existence de communautés antigéniques trés importantes au
niveau des champignons entrainant des réactions croisées ou hétérologues,
(un anticorps réagit avec un autre antigéne que celui qui a induit sa
formation) (DOUBLY 2 &/ 1960 ; SCHNATHORST et DE VAY 1963),
constitue un facteur limitant dans I'utilisation de 1a sérologie en mycologie.

Plusieurs méthodes ont été proposées pour résoudre le
probléme de la grande complexité antigénique des champignons lors de
I'utilisation de 1a sérologie. Ainsi on peut employer comme immunogénes
des fractions particuliéres intervemant dans l'expression du pouvoir
pathogéne, par exemple:

e des toxines, enzymes ou autres métabolites produits
spécifiquement par le champignon.

e ou certains organes tels que les pycniospores (HINGAND
el a/., 1982) ou les parois des hyphes (CHOO et HOLLAND, 1970).

Des résultats intéressants ont ainsi été enregistrés et nous n'en
citerons que quelques uns :

# MADOSINGH (1964) aprés avoir produit du sérum par
immunisation de lapins avec les antigénes mycéliens de Fuosariam réussit
a séparer par la technique d'immunodiffusion les espéces suivantes : F.
oxysporum, F. moniliforme et F. solani

# MORTON et DUKES (1966) par cette méme technique vont
jusqu'a séparer les races 1 et 2 de F. oxysporum 1. sp. lypopersics.
Auparavant, cette différence ne pouvait étre mise en évidence que par des
inoculations en serre de variétés appropriées de tomate comme le
soulignent certains auteurs (RAYNAL 1983). Mais ce processus demeure
long, laborieux et sujet a des variations dépendant de la concentration de
I'inocuium, des températures d'incubation et de l'alimentation des plantes.

# KAISER et SEN GUPTA (1976) différencient par l'utilisation
des protéines solubles de 3 isolats de Fusarium les [f. sp. ndum,
vasinfectum et ciceri de F. oxysporuam. Ces deux auteurs avaient
auparavant en 1975 établi la spécificité des 2 premiers pathogénes dans
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des études de pathogénicité.

# Recherches sur 1a sérologie des foflelrichum.

En 1967, HEGDE eZ &/ produisant du sérum avec les antigénes
mycéliens de 2 races physiologiques de (. [Jindemmibisnum
réussissent a différencier ces races. Ils montrérent aussi les relations
antigéniques trés étroites entre £. /iademulhiapam et les 5 especes
suivantes de Coflfelolrichnm - C atrameplaliam, (. capsics ,
C. carvatam, C. falcatom el C. gloeosporfoides.

En outre, par des tests d'agglutinations sur lamelle avec les
sérums des 2 races et 16 variétés de haricof, ils montrérent l'existence
d'une corrélation négative entre l'étendue de Ilagglutination et 1la
résistance. Les variétés immunes ne présentent aucune agglutination. Cette
observation concorde avec la théorie de WARD et STOESSL (1976) qui
définissent 1a résistance comme étant le fait d'une absence de récepteurs
spécifiques 3 un pathogéne donné et la maladie comme étant, au contraire,
due a une rencontre entre un récepteur spécifique et un déterminant du
pathogéne SOMSIR] JEWSKUM e &/ (1978) différencient aussi par 1a
sérologie . capsicf el C piperatam tous deux agents responsables
de l'anthracnose du piment. ‘

Une observation s'impose néanmoins a la plupart de ces études
sérologiques en pathologie végétale. 11 s'agit le plus souvent de la non
répétitivité de ces expériences. L'exemple le plus frappant est celui des
travaux sur la théorie des antigénes communs. Plusieurs auteurs (DOUBLY
el &/, 1960 ; SCHNATHORST et DE VAY, 1963 ; WIMALAJEEWA et DE VAY,
1971 ; CARROLL et LUKEZIC, 1972 ; CHARUDATTAN et DE VAY, 1972) ont
mis en évidence par lutilisation de la technique dimmunodiffusion
l'existence dantigénes communs dans différents cas de couples
hote-pathogénes. CARROLL &2 &/ {1972) n'ont pas réussi a obtenir des
résultats identiques entre différentes variétés de Luzerne (AMedicago
saliva)et des souches virulentes et avirulentes de Coryoebacterium
insidiosum. Bien que les méthodes d'extraction des antigenes et de la
diffusion en gel soient différentes de celles des auteurs cités, les résuitats
de CAROLL e 2/ (1972) restent fiables car d'autres auteurs (URITANI et
STAHMANN, 1961) avaient auparavant établi la présence d'antigénes
communs entre 1a patate douce et son agent responsable de la pourriture
noire, en utilisant la méme méthodologie.

C.2. - Réaction immunitaire par hypersensibilité retardée
La réaction immunitaire par hypersensibilité retardée

correspond & l'immunité a médiation cellulaire. Elle se manifeste chez
'animal immunisé par l'apparition d'une réactivité spécifique vis a vis de
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'antigéne due aux lymphocytes T, fabriqués par le thymus, qui se
déplacent vers les organes lymphoides secondaires que sont les ganglions
lymphatiques. Lorsque les lymphocytes T rencontrent l'antigéne présenté
par des macrophages, ils se tranforment en cellules blastiques et donnent
de petits lymphocytes non secréteurs d'anticorps, les effecteurs. Ces
effecteurs, en contact avec 'antigéne, secrétent des substances spécifiques
a l'origine de 1a réaction hypersensible.

La spécificité dans limmunité & médiation cellulaire serait
basée sur le déterminant transporteur de I'antigéne, de nature protéique et
responsable du pouvoir immunogénique (BENACERRAF, 1981) plutét que
sur la partie hapténe. Cette spécificité étant maintenue lors de la
dénaturation des protéines correspondrait a la séquence des acides aminés
plutdt qu'a des aspects stériques.

Compte tenu de la nature protéique des substances qui nous
intéressent, nous avons utilisé la méthode immunologique par
hypersensibilité retardée pour rechercher les spécificités portées par les
antigénes fongiques et des hotes.

Conclusjon de J'étude bibliographique.

De 1'étude bibliographique que nous venons de présenter nous
retiendrons la mise en évidence des protéines nouvelles dans les
interactions hote-parasites. La plupart des travaux montrent que ces
protéines accompagnent la manifestation de 1a réaction de résistance, mais
ne sont pas capables d'induire cette résistance. Cependant, méme dans le
cas d'une réponse de maladie 3 1ésions autolimitées, on peut penser que
c'est le volet résistance de 1a plante qui est tardivement activé.

Le rOle des protéines nouvelles n'a pas encore été déterminé de
maniére précise. AHL(1983) leur confére dans 2 hypothéses différentes
une implication dans un mécanisme de résistance aspécifique (premiére
hypothése) ou un rle plus spécifique de résistance contre les virus
(deuxiéme hypothése). Les premiers résuitats du laboratoire obtenus sur le
couple féverole-Bolrytis (VEDIE, 1984) semblent indiquer que les
protéines nouvelles interviendraient probablement dans les mécanismes de
reconnaissance entre 1'héte et le pathogéne.

Les problémes de la pathologie du niébé au Burkina Faso nous
conduisent a tenter de réaliser une étude des possiblités de lutte au niveau
des semences et & mettre au point des méthodes pathologiques pour
étudier fa sensiblité variétale avant d'envisager une amélioration.

Par ailleurs, dans le cadre de 1étude des refations
hote-pathogénes, nous chercherons a améliorer les connaissances sur les
protéines PR dans !'interaction niébé -Colletotrichum.



CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES
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A - MATERIEL BIOLOGIQUE
A-1- La Plante

Neuf variétés de niébé ont été utilisées au cours des différentes
expériences de ce travail. Leur choix tient au fait quelles présentent de
bonnes caractéristiques agronomiques au BURKINA FASO, notamment des
rendements potentiels assez élevés. Le comportement de ces variétés face a
la maladie des taches brunes sous des conditions favorables a 1la
manifestation de la maladie demeure inconnu.

Liste des variétés et leur origine :

Suvita-2 ou Locale Gorom BURKINA FASO

EN-1 ou Locale Kamboinsé -BURKINA FASO

IAR-48 : NIGERIA

Vita-4 : NIGERIA

TVU 2027-1-11 : NIGERIA

Mougne : SENEGAL

KVX-30-351-3K d'une part, et TVX 3236, TVX 1999-01F d'autre
part, sont des croisements effectués respectivement par 1'IITA/BURKINA
FASO et I'1ITA Ibadan { NIGERIA )

A-2 - Les pathogenes :

Les souches de Colletolrichum impliquées dans la
manifestation de 1a maladie des taches brunes de niébé proviennent
d’isolements issus de graines et de tiges malades :

-C.2017 : graines de niébé

-CTN. :tiges de niébé
Nous avons utilisé des souches de . capsies provenant d-autres hotes
comme le pois d'Angole {Cajamus cajan) et le piment (Capsicam
frutescens)

-CPA. :tiges malades de pois d’Angole

- P2, P3 : feuilles malades de Piment
D'autres espéces de Colletolrichum ont été utilisées. Ellesnous ont été
fournies par M. RAYNAL de I'I N.A. Paris-Grignon :

-C LrifoliC285 } isolées

- C. destructivum } de 1a luzerne

- €. gossypii  }isolées
- € indicam } sur les capsules du cotonnier
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- C lindemuathianam }isolées sur haricot
B - CONDITIONS DE CULTURE

B-1 - Plantes en serre

Les graines sont semées dans des bacs plastiques (13 x 13 cm)
contenant un mélange de tourbe et de vermiculite (2 volumes de tourbe
pour 1 de vermiculite). Aprés leur germination, le développement des
plantes a lieu dans 1a serre (période d'été) ou dans les mini-serres {reste de
1'année). Les plantes sont utilisées aprés la formation des premiéres feuilles
trifoliolées qui intervient 3 a 4 semaines aprés le semis.

B-2 - Plantes au champ

o Les variétés utilisées dans 1'étude de 1a résistance variétale a
la maladie des taches brunes ont été semées aprés labour durant la
campagne agricole de 1983. Des parcelles élémentaires constituées de 2
lignes de 4 métres de long ont été utilisées par variété en 2 répétitions.
Une ligne intercalaire dite -ligne infestante® a été laissée pour 2 lignes
expérimentales. Une variété sensible a la maladie a été semée sur ces
"lignes infestantes” 2 semaines avant le semis des variétés a expérimenter
pour favoriser le démarrage de l'infection (ALLEN ez &/, 1981).

Les semis sont faits avec 2 ou 3 graines par poquet avec 50 cm
entre les poquets et 50 cm entre les lignes. Aprés la levée, un démariage a
un plant par poquet est effectué sur les plantes des lignes expérimentales.

sL'essai préliminaire avec le Peltar (Manébe + Thiophanate
-Méthyl) dans 1a lutte contre 1a maladie des taches brunes du niébé a été
conduit avec le méme dispositif de contamination artificielle que
I'expérience ci-dessus. Quatre lignes par traitement ont été utilisées avec
une ligne infestante” toutes les cinquiémes lignes.

L'évaluation de 1a maladie dans les 2 expériences a ét€ faite au
stade de la maturité des gousses.

B-3 - Les pathogénes

Les souches de Collelolrichum capsici sont cultivées en
boite de Pétri sur le milieu minimat défini, mis au point par BIHARI (1977).
Ce milieu permet d'obtenir a 1a fois une bonne croissance et une bonne
sporulation du champignon. Nous avons également utilisé le milieu PDA.
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Les souches de . capsici ont été maintenues a la
température de 30° C qui nous a donné les meilleurs développements par
rapport a d'autres températures (15, 20, 25, et 35°C)

€ - APPORT D'INOCULUM ET NOTATION DES SYMPTOMES

C-1 - Pour les études au laboratoire, nous avons utilisé la
pulvérisation sur plante entiére. Les suspensions de spores employées
proviennent des cultures de 7 a 10 jours et les doses utilisées sont de
l'ordre de 105 spores par ml d'eau distillée.

Une fois les plantes contaminées par pulvérisation, nous les
plagons pendant 7 jours en atmosphére humide sous une housse en
polyéthyléne transparent ou dans des mini-serres que nous avons
spécialement aménagées. Les notations sont effectuées en 2 fois, 7 et 14
jours aprés la contamination. Le maintien des plantes durant les 7 jours
sous la housse plastique ou les mini-serres permet d'obtenir une meilleure
expression des symptdmes de la maladie en un temps plus réduit. Ce
phénoméne a été constaté avec le couple Luzerne-Collfelolrichum
trifolii (RAYNAL, 1983). Nous avons noté comme EMECHEBE (1981) que
les premiers symptdmes apparaissent 3 a 5 jours aprés inoculation.

- Au champ

La transmission de la maladie se faisant par les graines
(EMECHEBE, 1981) nous avons semé 2 semaines avant les variétés a
expérimenter des graines contaminées de la TVU 2027.1.11 qui est une
variété trés sensible a la maladie des taches brunes afin de favoriser le
démarrage de l'infection dans les parcelles expérimentales. TVU 2027.1.11
a été semée en alternance sur des lignes dites infestantes avec les variétés
étudiées.

C-2 - Notation des symptomes

L'échelle de notation utilisée pour les études au laboratoire
prend en compte uniquement les symptomes sur tiges et s'inspire de celle
utilisée par I'TIRRI (1975) (Institut International de Recherche sur le riz)
dans l'évaluation de la pyriculariose du riz. Cette échelle s'inspire
également de celles utilisées par d-autres auteurs dans les études de
comparaison des réponses des couples hote -Colletolrichum
(BANNEROT, 1965 ; RAYNAL, 1977).
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Les 5 classes de cette échelle sont :

1 : Aucun symptdme sur les tiges

2 : Petites taches de couleur grise sur ies tiges

3 : Taches coalescentes sur les tiges

4 : Taches coalescentes avec présence d'acervules sur les tiges
mais plantes non mortes

5 : Tiges flétries, plantes mortes

Cinq classes caractérisent également les symptomes sur les
plantes au champ et 1'évaluation a lieu au moment de ia maturité des
gousses. L'échelle utilisée est celle mise au point par ALLEN e2 a7 (1981)
et utilisée par plusieurs auteurs :

1 : Aucun symptdme sur les plantes

2 : Légers symptdomes localisés soit a la base de la tige, soit au
sommet des pétioles

3 : Présence de symptomes modérés, de taches brunes suf les
tiges, les nervures des feuilles et sur les gousses mais sans déformations.

4 : Taches brunes importantes sur les gousses avec quelques
gousses endomagées

5 : Nombreuses gousses endomagées ou plantes sans gousses

La moyenne des symptdmes ou indice moyen de la maladie est
calculée dans les 2 cas par la formule suivante :

I = Zini aveci = note des symptomes
Zni ni = nombre de plantes de note i
Une transformation angulaire (Arcsinus) des indices moyens de 1a matadie
est faite avant d'effectuer les analyses de variance sur ces données (DANG
et al, 1983).

D - EXTRACTION DES PROTEINES SOLUBLES
D-1 - Diffusats des plantes

Les protéines extracellulaires des feuilles témoins ou infectées
sont extraites par infiltration sous vide d'une solution saline de NaCl a 0,5M
suivant une méthode inspirée de celle de KEEN (1978). Une centrifugation
sur grille a 5 000 tours/mn pendant 20 minutes (KLEMENT, 1965) permet
de recueillir ainsi le diffusat.

Les protéines contenues dans les diffusats sont précipitées a
l'acide Trichloroacétique (TCA) a 10 ® a la température de la glace fondante
(30 mn) (HAMES, 1981). A chaque précipitation, 3 & 5 ml de diffusats de
plantes traitées ou témoins sont utilisés ce qui correspond a 10-20
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plantes. Aprés centrifugation a 6 000 tours/min, pendant 15 min, le
précipité obtenu, contenant les protéines est lavé 3 fois par un meélange
d'ethanol-éther (V a V) pour éliminer toute trace d'acide. L'ethanol-ether
est lui-méme éliminé en maintenant le précipité au bain-Marie bouillant
pendant 2 minutes. Le précipité repris dans 1 ml de tampon Tris-HCl
0,0625 M pH 6,8 (ou tampon de dissolution) contenant 2 & de SDS, 5 % de
2-Mercaptoéthanol, 10 8 de Glycérol et 0,002 & de Bleu de bromophénol
est a nouveau chauffé pendant 3 min au bain-Marie bouillant avant d'étre
utilisé en électrophorése.

D-2 - Les filtrats de culture

Un explantat de 6 mm de diamétre provenant d'une culture de
7 a 10 jours est introduit dans un Erlen de 500 ml contenant 400 ml de
milieu B liquide. La culture se fait sous agitation pendant 10 a 14 jours.
Une centrifugation a 6000 tours/min. pendant 10 min. permet de recueillir
le mycelium. Le surnageant appelé filtrat de culture du champignon est
ensuite passé sur filtres Whatman appropriés (1,6 p) pour le débarasser
des spores et de tout fragment de mycelium.

La précipitation des protéines contenues dans le filtrat est faite
au sulfate d'ammonium. Le culot obtenu aprés centrifugation pendant 5
min. a 6000 tours/min est repris dans 1'eau physiologique. Aprés dialyse et
concentration, les protéines sont reprises dans du tampon Tris-Glycine pH
8,3 (tampon de migration) contenant du SDS. La dissolution totale de ces
protéines dans le tampon Tris-Glycine est facilitée par le maintien de la
solution au bain-Marie bouillant pendant 2 a S minutes. La concentration
de la solution protéique ainsi obtenue est déterminée au spectro-
photométre UV a 280 nm.

E - TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

E.1. - Electrophorése en gels dénaturants
a) - Méthode analytique

L'électrophorése en gel de polyacrylamide permet la séparation
des protéines suivant leurs charges et leurs poids moléculaires. Nous avons
utilisé 1a technique dite "SDS-PAGE", mise au point par LAEMMLI (1970).
Cette méthode se caractérise par l'utilisation d'un gel de concentration et



Figure (2)

: Appareil d'electrophorése préparative
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d'un gel de migration en présence de SDS et de Mercaptoéthanol. Le SDS
permet une uniformisation de la charge (négative). Le mercaptoéthanol
rompt les ponts disulfures dissociant les protéines en sous-unités

pelypeptidiques.

1.- Préparation des gels (voir tableau II)
Tableau 11 Composition des gels d'électrophorése a 10% de polyacrylamide

SOLUTIONS GEL DE GEL DE
CONCENTRATION (m1} MIGRATION (m1)

Acrylamide-bisacrylamide 2,5 10
Tampon A pH 6,8 5 -
Tampon B pH$,8 - 3,75
SDS 108 0,2 0,3
Ammonium persulfate 1,5 % 1 1,5
Eau distillée 11,3 14,45
Temed 0,02 0,02

Acrylamide-bisacrylamide = 30g d'acrylamide ¢t 0,8g de bisacrylamide
dans un volume total de 100 ml d'eau distillée.

Tampon A pH 6,3 : 6 g de Tris sont dissouts dans 40 ml d'eau
distillée. Le pH est ajusté a 6,6 par addition de 48 mi dHCl | M et le
volume est complété a 100 ml par addition d'eau distillée

Tampon B pH 8,8 : 36,3 g de Tris dans 48 ml dHCl 1M et le
volume est complété a 100 mi par addition d'eau distillée

2 - Migration

L'electrophorése a lieu en tubes (10X 0,6 cm ou 7 X 0,5 cm)
avec un tampon d'électrophorése - Tris glycine (3,03 g de Tris; 14,4 g de
Glycine et 1 g de SDS dissous dans un volume final de 1 000 ml d'eau) pH
8,3. Un courant de 3 mA est appliqué par tube. Le Bleu de bromophénol
contenu dans le tampon de dissolution des protéines permet de suivre la
migration qui dure 4 heures avec les tubes de 10 ¢m et 2 heures 30 avec
ceux de 7 cm.

3 - Révélation

Aprés la migration , les gels sont récupérés selon la technique
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décrite par DAVIS (1964) puis colorés au Bleu de Coomassie R 250 avant
d'étre décolorés selon 1a méthode de FAIRBANKS et af, (1971) (voir
tableau III). Pour les gels dont 1a concentration en acrylamide dépasse 108,
nous avons évité de casser les tubes pour les récupérer. En insufflant de
l'air sous pression grace a une pompe a vide dans les tubes, les gels sortent
sans se briser. Aprés décoloration, seules les protéines auront retenu la
coloration. Les electrophorégrammes réalisés ensuite avec un densitométre
sur ces gels permettent 'exploitation des résuitats.

Tableau III - Bains de coloration et décoloration des gels de polyacrylamide

COLORATION DECOLORATION

SOLUTIONS Bain a 0,5% Bain a 0,058 Bain a 0,0 1% Acide acéti-
(1 nuit) (6 agh) (1nuit) que (3x3h)

Bleu de Coomassie 0,5¢ 0,05¢ 0,01g -

(R 250 MERCK)

Isopropanol 250m1 100mi - - .

Acide acétique 100mi 100m1 100ml 100ml

Eau distillée 650mi $00ml 900mi 300ml

b) Méthode préparative

Afin de récupérer directement les bandes protéiques lors des
électrophoréses en vue de leur purification et de leur utilisation en
immunologie nous avons congu un appareil d'électrophorése préparative
pour plusieurs tubes simultanés. Cet appareil est dérivé de celui utilisé en
électrophorése analytique, avec le remplacement de la cuve unique,
contenant I'anode au bas des tubes par des godets contenant chacun son
électrode pour chaque tube. Le remplissage des godets par le tampon de
migration se fait par un systéme de vases communicants. Deux ml de
tampon sont introduits dans chaque godet grace a une pompe péristaltique
commandée de maniére temporisée{Voir figure 2).

Le retrait des fractions protéiques commence lorsque le bleu
marqueur de la migration se trouve au bas du tube presqu’en contact avec
le tampon. Le recueil des fractions protéiques est réalisé grace a un
collecteur de fractions muitiples simultané que nous avons mis au point. A
1a fin de I'électophorése, les équivalents protéiques de chaque fraction sont
déterminés au spectrophotometre UV a 280 nm. La courbe d'étalonnage a
été faite part rapport a une gamme de concentrations de lysosyme.
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E.2. Filtration sur gel de Séphadex

Pour séparer selon le poids moléculaire les protéines contenues
dans les bandes d'électrophorése des filtrats de champignons et des
diffusats de plantes recueilliees selon la méthode préparative
d'électrophorése, nous avons procédé au tamisage moléculaire de ces
fractions protéiques sur gel d'agarose. La fitlration des extraits protéiques
sur une colonne de Sephadex appropriée permet le fractionnement des
molécules de ces extraits selon leur volume et leur masse moléculaire qui
détermine la vitesse de migration dans la colonne.

Les grosses molécules ne pénétrent jamais dans les pores du gel
et traversent plus rapidement le support chromatographique. Les plus
petites y pénétrent au contraire et se déplacent alors lentement.

A chaque gel correspond un domaine de fractionnement dont
l'intervalle de masse moléculaire correspond a sa zone de séparation.

Apreés concentration au Rotavapor Buchi, les fractions recueillies
par électrophorése sont introduites dans une colonne de Séphadex G .75.

Cette colonne équilibrée dans de 1'eau distillée contenant du SDS
a1l %etduNaN3ao002 %, permet la séparation des protéines dont les
masses moléculaires se situent entre 6 000 et 40 000 dattons.

Les concentrations des protéines ainsi séparées sont
déterminées par le spectrophotométre.

F - METHODES IMMUNOLOGIQUES ET SEROLOGIQUES
F.1. - L'hypersensibilité retardée chez la souris

L'introduction d'un antigéne dans un animal provoque au sein
de cet animal un ensemble de réactions immunitaires qui sont soient
cellulaires, soient humorales. Les réactions cellulaires correspondent a
l'activation des lymphocytes T spécifiques de 1'antigene immunisant et leur
mémoire est mise en place lors de ce permier contact. Lors d'un second
contact, les lymphocytes T cytotoxiques détruisent les cellules ayant pris en
charge l'antigéne et produisent une inflammation. Cette inflammation est
magximale 24 heures aprés ce second contact d'ou le nom d'hypersensibilité
retardée.

Nous avons utilisé cette réponse sur des souris pour 1'étude de
1a spécificité des protéines des plantes et des champignons. :

Les travaux de PARISH et LIEW (1972) définissent les
conditions favorisant la manifestation de la réaction d'hypersensibilité
retardée :
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- immunisation avec des antigénes a faible dose
- immunisation par la voie sous cutanée

F.2. - L'immunisation
a) Méthode directe

Cent microlitres d'extraits protéiques de plantes ou de
champignons recueillis en électrophorése selon la méthode préparative
sont injectés quotidiennement pendant 5 jours & des souris males de la
lignée SWCF 30 fournies par le Centre d'élevage Janvier (ST BERTHEVIN
MAYENNE). Les injections ont lieu par 1a voie sous cutanée au niveau du
cou.

Dans certaines expériences, nous avons utilis¢ le
Cyclophosphamide ou Endoxan sur les souris pour augmenter la réponse
immune de ces souris. Cet antibiotique a la propriété d'inhiber 1a réaction
des lymphocytes suppresseurs , améliorant ainsi 1'expression de 1a réponse
(AKIO et 21976). L'antibiotique utilisé a 1a dose de 50 mg/kg de souris
est injecté intrapéritonéalement 48 heures avant le début de
l'immunisation.

Nous avons utilisé des doses définies de protéines que nous
préciseront ultérieurement dans la présentation des résultats compte tenu
de leur variabilité selon les expériences. Dans tous les cas, les protéines
sont diluées dans du tampon phosphate 0,1 M a pH 7 avant leur injection
dans les souris

b) La double immunisation

Les travaux de PARISH et LIEW (1972) montrent que certaines
doses dantigénes entrainent la réaction de tolérance chez I'animal
immunisé. Cette réaction ne signifie pas que l'animal ne reconnait pas
l'antigéne qui a servi a l'immuniser mais que cette reconnaissance se
traduit par une inhibition spécifique des réponses ceflulaires et humorales
de rejet. Nous avons utilisé cette propriété pour comparer les fractions
protéiques des plantes traitées. Dans un premier temps l'immunisation se
fait avec une dose tolérogéne d'une bande protéique donnée. Aprés les 5
injections quotidiennes suivie d'une révélation d'épreuve savérant
négative, cet antigéne est remplacé par un autre, supposé trés voisin,
injecté a une dose de l'ordre de 10 a 100 fois inférieure a la premiére
(BARAKAT, 1985) et cette nouvelle immunisation est réalisée en S fois
également. Les doses seront précisées pour chaque expérience.
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F.3. - La révélation

Elle a lieu 48 heures aprés la derniére injection immunisante,
avec les solutions protéiques des plantes ou des parasites précipitées au
TCA et reprises dans du tampon Tris-HC1 pH 6,8.

Cinquante microlitres de solution protéique sont injectés dans
les bourrelets plantaires d'une patte postérieure de chaque souris. Dans
l'autre patte, servant de témoin, la méme quantité de tampon Tris-HCl est
injectée. Cing souris constituent les 5 répétitions de chaque traitement.

L'hypersensibilité est évaluée 24 heures aprés la révélation par
la mesure du gonflement de chaque patte a l'aide d'un micrométre de
précision (Mitutoyo) a affichage digital. La technique qui consistait a couper
les pattes des souris pour les peser et mesurer (KITAMURA, 1980) aprés
les avoir sacrifiées, a été éprouvée puis abandonnée.

Les souris sont introduites dans un tube de contention de 15 ¢m
de long et 3 c¢m de diamétre ayant une ouverture latérale permettant
l'accés aux pattes postérieures en tirant sur la queue et en 1a maintenant le
long de la paroi externe du tube.

Nous avons utilisé le t de Student pour lmterpretatmn des
résuitats en complément du calcul des intervalles de confiance sur les
données (différence en mm entre patte traitée et patte témoin). L'intervalle
de confiance permet la comparaison entre pattes traitées et témoins et
donc la détermination de 1a positivité d'une réponse, le test de Student ou
l'analyse de la variance, parfois pratiquée, permettent de comparer entre
eux des traitements révélateurs par divers antigénes.

F-4 L'immunodiffusion

Sur certains lots de souris les sérums ont été prélevés a lissue
des expériences. Les antigénes constitués par les précipités protéiques des
diffusats des feuilles ou des filtrats de culture des champignons dissout s
dans du tampon Tris-HC1 pH 6,8 ont ainsi pu étre comparés par la double
diffusion en gélose selon OUCHTERLONY (1958 ). Le milieu de diffusion,
repris chez SAYED eZ a/,(1976), est cSmposé de 2% d'agar noble dans du
tampon phosphate 0,1M pH 7,1 contenant 0,028 d' NaN3 pour prévenir les
contaminations. Lincubation est réalisée a la température du laboratoire,
les lignes de précipitation apparaissent aprés quelques jours
progessivement, le résultat final est enregistré aprés environ 2 semaines.
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INTRODUCTION

Comme son nom lindique, cette maladie se traduit par la
formation de taches brunes sur les tiges, les gousses et les graines de niébé.
Les symptomes sur feuilles sont rares. Le pathogéne contamine les
semences qui transmettent alors la maladie a la génération suivante. Les
premiers symptomes apparaissent sur les plantules au niveau du sol
(collet) (EMECHEBE et Mc DONALD, 1979) et comme dans les cas de
l'anthracnose du piment due au méme pathogéne, il se développe alors sur
les plantules mortes des fructifications et des spores du champignon qui
constituent une source potentielle d'inoculum pour la propagation de fa
matadie au champ (GROVER et BANSAL, 1970).

EMECHEBE (1981) montre que le semis de graines saines
pourrait constituer une méthode simple pour controler la matadie et ceci en
relation avec le role important joué par les infections primaires dans la
propagation.

A - CHOIX DU PELTAR

Nous avons entrepris en 1983 de vérifier si 'utilisation de
semences saines de niébé constitue effectivement un des meitleurs moyens
de lutte grace au traitement par un fongicide, de semences contaminées ou
non. Plusieurs auteurs ont montré l'efficacité de quelques fongicides sur C.
capsici (GROVER et BANSAL, 1970 ; RADU et 2/, 1977 ; CHAUHAN et
DUHAN, 1977).

Le choix du Peltar comme fongicide s'explique par son
utilisation dans la lutte contre I'anthracnose du haricot due au
Colletolrichum lindemulhianum et par le fait quil renferme 2
matiéres actives (manébe + Thiophanate-méthyl). Le manébe, fongicide de
confact constitue un bon moyen de limiter les risques d'apparition de
résistance lide a 1'utilisation de Thiophanate-méthyl, fongicide systémique
devant assurer une protection durable de la piantuie. Si le produit s'avérait
efficace, son utilisation a long terme entrainerait moins aisément le
phénoméne de résistance du pathogéne, comme cest le cas pour plusieurs
champignons, dont plusieurs espéces de Colffetolrickum (TU et Mc
NAUGHTON, 1980 ; REDDY ef &/, 1981). L'efficacité du Peltar a été
appréciée par une démarche qui a comporté 3 étapes.

B - EFFET DU PELTAR SUR LA CROISSANCE f& witro DU € CAPSICI

Quatre doses du fongicide plus un témoin ont été utilisées pour
leurs effets sur la croissance du pathogéne.
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Les quantités nécessaires de Peltar ont été introduites de
maniére stérile dans le milieu de culture gélosé B avant de le couler en
boites de Pétri de § cm de diameétre. Un explantat mycelien de 6 mm de
diamétre provenant d'une culture agée d'une semaine environ est déposé
au centre de la boite et les boites sont mises a 1'étuve a 1a température de
30° C avec 4 répétitions par traitement (les doses utilisées ont été O, 10,
100, 200, 500 ppm de ma.) Les isolats issus du niébé C. 2017 et CTN ont
servi dans cette étude. Nous avons mesuré 1a croissance radiale des isolats
tous les jours pendant une semaine.

Tableau IV Effets du Peltar sur la croissance f# vilro de deuxisolats de
Colletolricham capsics sur milieu gélosé Ba 30°C

SOUCHES TRAITEMENTS CROISSANCE radiale
(mm) # IC seuil 0,05
Témoin O ppm 321252
10 ppm 0
C 2017 100 ppm 0
200 ppm 0
500 ppm 0
Témoin 0 ppm 27,75+ 0,76
10 ppm 2,33+ 1,58
CTN 100 ppm 0
200 ppm 0
500 ppm 0

Toutes les doses du produit ont un effet inhibiteur sur la
croissance des 2 isolats sauf pour l'isolat CTN ou on note une trés faible
croissance a 10 ppm. Les doses 100 et 200 ppm ont été retenues pour une
étude de l'effet du Peltar sur la germination des semences de niébé
contaminées par le £. capsicy.

C - EFFET DU PELTAR SUR LA GERMINATON DES SEMENCES DE NIEBE
CONTAMINEES PAR LE €. CAPSICT

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour le traitement
des semences :

- pralinage
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- trempage durant un temps relativement court.

- imbibition des semences
Le Thiophanate méthyl étant un systémique, l'imbibition des semences
semble étre 1a voie 1a plus indiquée pour une meilleure activité du produit.
Nous avons adopté cette méthode.

Premiére expérience

Nous avons trempé les graines de la variété KVK-30-351-3K
totalement contaminées par le pathogéne aprés dissolution du Peltar dans
de l'eau. Les concentrations de 100 et 200 ppm ont été utilisées avec un
traitement témoin. Le semis intervient aussitot aprés le trempage des
graines pendant une nuit et est réalisé dans un mélange tourbe-vermiculite
sans séchage préalable. Deux semaines aprés le semis, les résultats suivants
ont été enregistrés.

Tableau V Effet du Peitar sur la germination de graines de niébé
contaminées par £. capsici

0 ppm 100 ppm 200 ppm
(%) (%) (%)
Nombre de graines semées 72 (100} 72 (100) 67 (100)
Nombre de graines germées 0 0y 12 (17) 30 (45)
Nombre de plantules saines 0 (0) 7 (10) 20 (30)

On remarque que le produit permet 1a germination d'environ la
moitié des graines fortement attaquées et Que 'effet escompté est 1ié ala
concentration. L'effet se prolonge sur les deux tiers des plantes ayant
réussi fa germinaton. On peut penser que les graines trop contaminées ont
été tudes avant la levée. Cette hypothése est trés probable eu égard aux
symptomes qu'elles présentaient {coloration brun pourpre ou brun noir).

Deuxiéme expérience

Nous avons repris 1a méme expérience avec 2 variétés de niébé
présentant des états sanitaires différents. La premiére KVX-30-351-3K
posséde des graines contaminées a4 100 ® par €. capsici et 1a seconde
1AR-48 présente des graines apparemment indemnes du pathogéne. L'état
sanitaire de nossemencesa été vérifié par une analyse sanitaire. L'objectif
visé dans cette deuxiéme expérience par 1'utilisation des semences saines
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est de voir si le Peltar n'a pas un effet négatif sur 1a faculté germinative de
ces semences. Quinze graines ont été semées par pot pour chaque
traitement avec 3 répétitions par traitement.

Les observations ont porté sur le nombre de plantules levées 1,
2 et 3 semaines aprés le semis.

Le nombre total de plantules vivantes pour les 2variétés en
fonction des doses du fongicide durant ces 3 semaines figure dans le
tableau ci-dessous.

Tableau VI Effet global du Peltar sur la germination et la croissance du
niébé issu de graines contaminées ou non par €. capsics

Variétés Doses de fongicide Total
0 ppm 100 ppm 200 ppm

- — - - - -

1AR 48 29 37 36 25 39 37 36 45 43 90 121 116

KVX30351-3k & 1 O 23 21 22 21 19 21 52 41 43

L'observation des totaux pour chaque variété permet de
constater que le maximum de plantules dans nos conditions expérimentales
est observé 2 semaines aprés le semis avec la variété 1AR-48. Le taux de
germination a cette période est de 89,62 & (121/135). Trois semaines aprés
le semis, le taux des plantules saines représente §0 ® par rapport au
nombre total de graines semées (116/135).

Si on observe les résultats obtenus avec 1a KVX-30-351-3K, on
constate un faible pourcentage de germination a la premiére semaine
(52/145). A 1a troisiéme semaine, nous n‘avons plus que 43 plantules
saines. Ces résultats concordent avec ceux d EMECHEBE (1981) qui montre
que I'utilisation de semences contaminées donne des pantules malades ou
annule la germination.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux résultats de 1la
troisiéme semaine portant sur le nombre de plantules saines pour tenter de
déceler un éventuel effet secondaire du Peltar sur la germination et la
croissance du niébé (Tableau VII).

L'analyse statistique de ces résultats permet de montrer que,
dans la variété non contaminée, le Peltar n'a aucun effet sur la germination
des semences. En effet, le taux moyen de germination des 3 niveaux de
traitement qui est de 86 % n'est pas significativement différent du tauz de
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germination normal des semences de cette variété (0 a 90 8).

Tableau VII Effet du Peltar sur 1a germination et la croissance de plantules
de niébé trois semaines apres le traitement de semences.

Variété [AR4S Variété KV X 30 351-3K
Doses (ppm) 0 100 200 0 100 200
Répétitions Total Total

o 7 —— - - - T . - - = R A e W = S m e T N S = . - - - -

Dans la variété contaminée, on retrouve environ la moijtié des
plantes sauvées par les traitements 100 et 200 ppm. Ceci constitue une
répétition des résultats de la premiére expérience .

Conclusion :

Le Peltar a une action défavorable sur la croissance des isolats
de €. capsici agent de 1a maladie des taches brunes du niébé. 11 permet
ainsi & faibles concentrations de sauver 50 % de plantules issues de
semences gravement contaminées par le pathogéne.

Ces quelques observations intéressantes nous ont poussé a voir
son effet au champ car les résultats du faboratoire ne vont pas toujours
dans le méme sens que ceux observés dans la culture ne serait-ce que
parce que 1a semence n'est pas la seule source d'inoculum possible.

D - EFFET DU PELTAR DANS UN ESSA] AU CHAMP

Cette étude a commencé en 1983 a la Station de Kamboinsé en
utilisant une variété de niébé reconnue sensible a la maladie des taches
brunes et plusieurs doses de Peltar en traitement des semences. Dans un
premier essai la germination des semences a été trés mauvaise en raison
de la durée trop longue de traitement des graines si bien que nous n‘avons
pas enregistré de résultats. Pendant ce traitement des bacteries se sont
developpées entrainant sous le climat tropical une forte altération de la
faculté germinative. Durant 1a campagne 1984, la méme expérience a été
reprise avec les doses suivantes:
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n°® du traitement Doses de Peltar:
1 - 0 ppm de matiére active (témoin)
2 : 100 ppm de ma.
3 :200 ppmdema.
4 : 500 ppm de ma.

Environ cinq cents graines de niébé ont été trempées pendant
une heure dans 400 mi d'eau contenant les différentes concentrations du
fongicide. Puis les graines ont été retirées de la solution, mises a sécher
avant d'étre semées. La variété utilisée est 1a IT 82 E-77.

Quatre lignes de 4 métres de long chacune ont été utilisées par
traitement avec une ligne infestante intercalaire entre chaque traitement.
Chaque traitement a été répété 3 fois. Le semis des lignes infestantes est
intervenu le 20 juillet 1984 suivi 2 semaines plus tard (3 Aout 1984) de
celui des lignes expérimentales. La densité de semis observée était de 50
<m entre les lignes et 50 cm entre les poquets avec 2 graines par poquet.
Le démariage a un plant par poquet des plants des lignes expérimentales
est intervenu aprés la levée.

Les résultats enregistrés portent sur {'influence du Peltar sur le
peuplement, le degré de sévérité de la maladie et sur le rendement .

Tableau VIII Influence du Peltar en traitement de semences sur le
peuplement issu d'un lot de semences d'une variété de niébé
sensible a . capsics

TRAITEMENTS Nombre de plantes dans les deux lignes

centrales
Répétition | 2 3 TOTAL
0 ppm 10 11 18 39
100 ppm 18 12 18 48
200 ppm : 18 13 18 49
500 ppm 17 18 18 53

D.1. - Influence sur e peuplement (Tableau VIII)

Les résultats de 1a troisiéme répétition montrent que quel que
soit le niveau de traitement, il peut n'exister aucune différence. (18
plantes pour un mazimum de 18). Ceci peut s'expliquer par le fait que la
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pluviométrie a été trés défavorable aprés la mise en place de l'essai. Le
niveau de contamination a partir des graines infestées est resté assez bas
et surtout trés hétérogene. Le calcul des limites des intervalles de confiance
au seuil 0,05 sur les pourcentages de peuplement des plantes en fonction
des traitements permet de conclure que seul le traitement de 500 ppm
différe du témoin (Tableau IX) par un meillour pourcentage de
peuplement.

Tableau IX - Pourcentages moyens de peuplement et leur limites de
confiance sur un lot de semences de niébé traité au Peltar

TRAITEMENTS  Pourcentages moyens de Limites des Intervalles

PEUPLEMENT de CONFIANCE (seuil 58)
0 ppm 72,22 58 - 83
100 ppm 88,86 79 - 95
200 ppm 90,70 80 - 97
500 ppm 98,14 90 - 99

D.2. - Effets sur le rendement (Tableau X).

Tableau X - Effet de différentes doses de traitement des semences au Peltar
sur deux composantes du rendement d'une variété de niébé semée sur des

parcelles infestées par £. capsicy.

N° des BLOCS Doses des Poids des gousses  Poids des graines
TRAITEMENTS par plante (eng)  par plante {en g)

Témoin O ppm 11 79

100 ppm 10,4 5.7

1 200 ppm 7,2 5,4

500 ppm 15,1 8,4

Témoin Oppm 18,2 13,1

100 ppm 27,1 18,2

2 200 ppm 8,8 6,2

500 ppm 13,6 83

Temoin Oppm 18,8 12,5

100 ppm 21,6 149

3 200 ppm 15,3 8,7
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Le rendement a été estimé a l1a récolte (17-10-84) par 1a mesure du
poids des gousses et des graines récoltées sur les plantes des 2 lignes
centrales de chaque traitement (Tableau X).

L'analyse de variance sur ces résultats (Tableau XI) montre qu'il
n'y a aucun gain de poids par plante sous 'effet du traitement fongicide.

Tableau XI -Résultats de 1'analyse de variance correspondant aux données

du Tableau X
VYariation F calculé F théorique Signification
Blocs 4,193 514 NS
Variétés 261 4,76 NS

Une hypothése peut étre avancée pour expliquer ces résultats. On peut
penser que l'effet systémique du produit est de courte durée si bien quiit
n'empéche pas la manifestation de 1a matadie sur les gousses a leur
maturité comme ce fut le cas dans cet essai.

Cependant, l'examen détaillé des résultats révéle que le
traitement 200 ppm est particuliérement dépressif sur les composantes du
rendement dans toutes les répétitions. Cet effet ne se manifestant pas pour
le peuplement, comme nous l'avons vu précédemment, il convient de
s'interroger sur les causes possibles de cet échec.

Une cause pathologique semble peu probable au vu des bons
résultats sur le rendement par parcelle des doses 100 ppm et 500 ppm. I1
faut plus probablement incriminer un mauvais séchage des graines aprés le
traitement pour le lot 200 ppm ou une mauvaise température de
traitement ce qui aurait conduit a une altération des conditions
physiologiques du développement des plantes.

En comparant les indices de rendement par parcelle obtenus en

multipliant les poids de gousses et de graines par plante, par les nombres
de plantes récoltées on peut apprécier 'effet des traitements fongicides des
semences sur le rendement (Tableau XII ).
Les augmentations de rendement liées aux traitements peuvent étre
considérables, particuliérement pour 1a dose de traitement la plus faible.
Cependant, il convient de souligner un effet indésirable du Peltar qui
semble augmenter en fonction de sa dose d'emploi et de maniére
importante (+ 15 a + 25 %) 1a part des cosses dans le rendement total par
parcelle.
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Tableau XI1-Effet d'un fongicide (Peltar) en traitement de semences sur les
rendements moyens par parcelle en gousses (cosse+graine) et graines
et sur 1a part des cosses.

Doses du traitement des semences au Peltar
Témoin 0 100 ppm 200 ppm 500 ppm

- — - - = - W . S G T e - G5 T U G D 5 W e G5 W W W

Poids des Rendement moyen

gousses en g/parcelle 216,2 300,4 173,1 291,4
% du témoin 100 139 80 135
Poids des Rendement moyen
graines en g/parcelle 149 196,4 1115 179
% du témoin 100 132 75 120
Part des Poids / parcelie 67,2 104 61,6 112,4
cosses % du poidsdes
gousses / parcelle 31 34,6 35,6 38,6

L'ezamen de l1a proportion moyenne des cosses par plante dans les divers
traitements et répétions confirme 1'observation précédente (tableau XII1 ).

Tableau XIIl - Importance relative des cosses par plante pour divers
traitements de semences de niébé par le Peltar

Poids moyen de cosse / plante Pourcent du poids

Traitements  Blocs | 2 3 Moy. desgousses
Témoin 0 ppm 31 51 63 438 30

100 ppm 4,7 89 67 638 345
200 ppm 1,8 26 66 43 41,3
500 ppm 67 55 69 64 38,8

Le traitement par 200 ppm de Peltar a donc un effet secondaire négatif en
faisant augmenter 1a part des cosses de plus de 35 % (11,3/30=0,38). Cette
observation est a rapprocher des propriétés de régulateur de croissance
des benzimidazoles le produit actif du Thiophanate étant le B M C
(Benzimidazole carbamate). Aux doses employées l'effet indésirable
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pourrait étre une diminution de la fécondité, induite par la présence du
produit systémique dans la jeune plante au moment de l'induction florale.

E - Conclusion

Le Peltar (Manébe + Thiophanate-méthyl) est un fongicide trés
efficace inhibant 1a croissance de €. capsics pathogéne responsable de la
maiadie des taches brunes du niébé. Agissant a faible dose (< 500 ppm) en
traitement des semences, il peut étre recommandé dans 1a lutte contre le
pathogéne car il améliore la germination des semences contaminées
permettant une augmentation de rendement grace & une meilleure densité
de peuplement des plantes au champ.

Cependant, pour envisager une protection efficace contre le
développement de 1'épidémie au cours de 1a saison il conviendrait de faire
au moins un traitement complémentaire en cours de végétation. Une étude
des effets secondaires liés aux doses d'emploi serait en outre nécessaire
avant de préconiser le fongicide car nous avons pu observer une
diminution importante de la part des graines dans la récolte pour les doses
les plus élevées.



CHAPITRE II : ETUDE DE LA RESISTANCE VARIETALE DU NIEBE
CONTRE LA MALADIE DES TACHES BRUNES
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INTRODUCTION

Les expériences précédentes nous ont permis de conclure que le
Peltar pouvait étre recommandé en traitement des semences de niébé
contre C. capsici car en réduisant les dégatssur jeunes plantules, il
permet une augmentation du peuplement des plantes au champ. Le produit
n‘empéche cependant pas la manifestation ultérieure de 1a maladie sur les
gousses, il serait plus intéressant de combiner ce traitement fongicide a
I'emploi de variétés ayant un niveau de résistance acceptable.

A 1a suite du signalement de 1a maladie des taches brunes du
niébé au Nord Nigéria et au Burkina-Faso, ALLEN eZ 2/, (1981) ont mis
au point une échelle de notation permettant fidentification de variétés
résistantes au champ.

En 1983, nous avons entrepris une étude portant sur ia
comparaison du comportement de 9 variétés de niébé face a 1a maladie des
taches brunes. Nous avons utilisé la méme méthode d'évaluation qu'ALLEN
el 21 (1981). Cet essai a été¢ implanté & Kamboinsé.

Parallélement a ces travaux et en vue de trouver une technique
rapide de criblage des variétés de niébé, nous avons mené au Laboratoire
des études d'inoculation sur plantules en serre. Une corrélation entre ces
derniers résuitats et ceux du champ est cherchée.

A - ESSA] AU CHAMP

L'essai a été implanté le 4 juillet 1983 par le semis des lignes
infestantes de bordure. Les graines de 1a variété KVX-30-351-3K ont été
utilisées pour ce semis. Les lignes expérimentales ont été semées 3
semaines plus tard mais le semis a du étre repris 10 jours plus tard a cause
d'une mauvaise levée lide a 1a sécheresse. Cet essai comporte 2 répétitions.
L'évaluation de 1a maladie est intervenue A la maturité des gousses le ler
Octobre 1983 soit deux mois aprés le semis.

Nous avons calculé les indices moyens des différentes variétés
selon la formule de 1a page2 1 Le calcul a porté sur un total de 18 plantes
possibles par variété et par répétition. Dans les parcelles ou il manquait des
plantes 4 1a maturité, les manquantes ont été affectées de 1a note maximale
de sévérité (5) car elles sont mortes a la suite d'attaques trés précoces. Le
tableau XIV permet de comparer les variétés d'aprés les indices moyens
aprés 1a transformation angulaire.
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Tableau XIV Evaluation 3 la maturité des gousses de la sensibilité de 9
variétés de niébé vis-a-vis la maladie des taches brunes. Indices de
maladie aprés transformation arc-sinus. Expérimentation a la station de
KAMBOINSE au BURKINA FASO

VARIETES ARC-SINUS INDICE DE MALADIE
BlocN° 1  Bloc N°2 Moyenne

TVU 2027-1-11 90 90 90
KVX 30_351.3K 76,46 80,43 78,44
SUVITA-2 31,85 47,40 39,62
TVX 3236 29,08 38,68 33,88
MOUGNE 30 35,68 32,64
IAR-48 30 33,74 31,87
VITA-4 39,70 22,02 30,86
TVX 1999-01F 32,79 23,75 28,27
KN1 28,17 21,16 24,66

L'analyse de variance correspondant aux données du tableau
XIV montre que les différences entre les variétés sont hautement

significatives.
F calculé F théorique
Variation Blocs: 0,024 5.32(5%) NS
Variation Variétés: 21,44 6,03(18) HS
La comparaison des moyennes (test de DUNCAN) a permis
d'obtenir le classement suivant :
TUV 2027-1-11 = EVX-30-351-3K différent de:
EN-1=TV X 3236=VITA-4=TVX 1999-0 1F=]1AR-48=Mougne=Locale Gorom.
I1 ressort en conclusion de ce premier travail réalisé lors de la
campagne pluvieuse 1983 2 Kamboinsé que les variétés TUV 2027-1-11 et
KVX 30-351-3K se détachent nettement des autres par une trés grande
sensibilité & la maladie des taches brunes. Les autres variétés sont plus
résistantes et ne se distinguent pas I'une de l'autre.

- Uvyo (6,¢) SP SEN

Avant de présenter nos travaux, il est nécessaire de faire le
point sur les caractéristiques des souches que nous avons utilisées. Aprés
avoir analysé dans 1'étude bibliographique 1a systématique et 1a biologie de
C. capsici nous donnerons ici les principales caractéristiques culturates
de nos souches sur milieux gélosés B et PDA A 1a température de 30° C. Ces



Tableau XV

. Caractéres culturaux des isolats de (c{(c¢tcvtr¢chum en culture

pendant une semaine sur milieu P D A & la température de 28 ¥ 1° C

tre cotonneux
mais pas dense

dienne rosée-
Mycelium rosc

glomérules

\\\Efiactéres Nature Couleur Acervules Spoluration Longueur des | Croissance
du mycélium du mycelium conidies mycélienne
Isolat;\\\\\\J en M
c.2017 Ras Créme a bor- [J Petits Abondante 24,89 1 0,67 9,56 *
dure gris-noir] confluents 0,22 mm/jour
CTN bord ras- Créme a bor- Petit non Faible 24,71 0,76 9,11 2
Centre coton- | dure gris- confluents 0,68 mm/jour
neux clair
CPA Ras Créme 3 bor- petits Faible 26,95 2 0,69 7,93 ¢
dure brun-noir] 0,78 mm/jour
Tableau XV| : Caractéres culturaux de isolats de (clletoirichum aprés culture
d'une semaine sur milieu gélosé B a la température de 30° C
—
\\~‘Qészff:ff‘ Nature Couleur du Acervules Sporulation | Longueur des Croissance
Isolats du mycelium mycelium conidies mycélienne
c. 2017 Ras Bord cremeux | petjts Abondante Voisine de 26,4 9,94 %
Masse coni- confluents 0,61 mm/jour
dienne rosee
CTN Bord ras-Cen- | Masse coni- Grands en Abondante " oo 9,412
tre cotonneux | dienne rosée glomérules 0,35 mm/jour
Mycelium gris
CPA Aérien Masse coni- Grands en Moyenne " "o 8,94
dienne rosée glomérules 0,88 mm/jour
Mycelium légé
rement rosé
p2 Bord ras- Masse coni- Grands en Moyenne " o 8,41 :
Centre coton- j dienne rosée- | glomérules 0,75 mm/jour
neux mais pas [ Mycelium rosé
dense
P3 Bord ras-Cen- | Masse coni- Grands en Moyenne " oo 9,97 ¢

0,90 mm/j our
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caractéres sont ceux utilisés par d'autres auteurs (BANNEROT, 1965;
RAYNAL, 1970 ; LOURD eZ &/, 1979) dans des études de divers isolats de
Colletolrichum

Signalons que Colletotrichum capsici (Syd.). BUTLER et
BISBY et . Zroapmcatom (Schw.) sont les 2 espéces impliquées dans la
transmission de la maladie des taches brunes du niébé (EMECHEBE et
McDONALD, 1979).

Colletotricum (Lruacatam provoque une forme trés
modérée de 1a maladie entrainant un taux de contamination des semences
de 02 78 alors Que cette proportion atteint 1008 par £. capsics pour un
fot de semences présentant les symptomes de 1a matadie (EMECHEBE et Mc
DONALD, 1979). Une troisiéme espéce de Colletolrichum que l'on
trouve sur le niébé est €. Jindemailhisnaunm dont les manifestations au
champ sont différentes de celles dues au £. capsics (EMECHEBE, 1981) ot
qui donne essentiellement une maladie des tiges dans les régions de
culture de ia plante a forte pluviomeétrie (ONESIROSAN et BARKER, 1971).

B.1. - Caractéristiques morphologiques et culturales des isolats

C 2017 et CTN isolats issus de niébé présentent des différences
morphologiques importantes aussi bien sur milieu gélosé B que sur PDA.
Les principaux caractéres culturaux que nous avons notés pour ces 2 isolats
figurent dans les tableaux XV et XVI. Dans le tableau XVI figurent
également les descriptions d'isolats de £. capsfcf issus du pois d’Angole
et du piment. Comme LOURD ez &/ (1979) dans une étude des
caractéristiques morphologiques et culturales disolats de C
gloeosporioides (PENZ) agents d'anthracnose en Cite d'Ivoire, nous
remarquons la grande variablité morphologiquede nos différents isolats
(voir photo ).

La température maximale de croissance qui est souvent un
critére principal dans la détermination des espéces de Collfetolrichum
(LOURD eZ &/, 1979) et autres espéces de champignon (VALAVEILLE,
1983) ne permet pas 1a séparation des 2 isolats de niébé. Iis ont leur
optimum de croissance diamétrale voisine de 9 mm/jour a la température
de 28 +/- 1° C sur milieu PDA. Cette croissance est ralentie a 25° C (voisine
de 6 mm/jour) et plus nettement & 35° C (4 mm/jour). Sur mitieu gélosé B,
I'optimum de croissance avoisine 9,5 mm/jour et se situe a 30° C.

Du point de vue dimensions de spores, il est également difficile
de séparer les 2 isolats de niébé. Leurs spores ainsi que les spores des
autres isolats de €. cpasics font entre 24 et 26,6 de long.

Lisolat C. 2017 différe essentiellemnt de lisolat CTN par la
couleur rosée de sa masse conidienne dés le 2éme jour de culture avec un



Toolats C.2017, CP A, C T N de C. capsici Résultats d'inoculation des plantes de la variété TVU 2027-1-11

par les spores des isolats C.2017, C P A et C T N de C. capsici,
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nombre important d'acervules et de spores. La sporulation est moins
importante pour CTN et 1a masse conidienne apparait plus tard. L'isolat C.
2017 posséde les différentes caractéristiques morphologiques et culturales
données par EMECHEBE (1981) dans la description du £ capsics,
principal agent pathogéne de la maladie des taches brunes au Nord Nigéria.
Aussi nous I'avons classé comme C. capsics.

Le deuxiéme isolat (CTN) bien que ne présentant pas les mémes
caractéristiques culturates que C. 2017 est probablement une souche de £.
capsici En effet, le test de pathogénécité avec ces 2 isolats plus l'isolat
CPA. sur fa variété TVU 2027-1-11 montre la grande agressivité de CTN
par rapport a C. 2017 (voir photo). CTN étant plus agressif que C. 2017 est
loin d'étre un €. ir@scalmm car ce pathogéne ne provoque que des
symptomes trés modérés sur niébé (EMECHEBE et Mc DONALD, 1979). I
convient également de souligner que ces 2 jsolats de niébé ne répondent
pas a l1a description de €. /iadematianum (ONESIROSAN et BARKER,
1971) qui a des spores plus petites, 12-20 x 4,1-5,8n.

B.2. - Mesure du pouvoir pathogéne sur les plantes en serre
a) Choix d'une méthode d'inoculation

Une des techniques les plus utlisées en conditions contrdlées
pour linoculation des plantes par les Collelolricham est la
pulvérisation fine sur ces plantes, d une suspension dans 1'eau, de conidies
obtenues a partir de culture pures (RAYNAL, 1977, CARUSO et KUC, 1977;
SUTTON DAVID, 1979 ; EMECHEBE, 1981). Dans les cas de relations hote
parasitesol les Colletolricfum provoquent des symptomes facilement
quantifiables sur feuilles, 1a technique d'inoculation sur feuilles détachées
par des suspensions calibrées de spores du pathogéne est trés souvent
utilisée, par exemple pour le couple concombre/Collelolricham
lagenarium (KUBO et a7, 1980).

EMECHEBE (1981) montre que les inoculations artificielles sur
tiges et feuilles de plantes de niébé cultivées en serre, agées de 4 semaines
en utilisant des suspensions de spores (5 x 10s spores/mi) et en incubant
en atmosphére humide pendant 24 heures, permettent d'obtenir des
symptdmes identiques & ceux observés au champ sur ces organes. Il est
souvent difficile d'obtenir des inoculations homogénes par cette méthode.

Nous avons essayé la technique d'inoculation sur feuilles
détachées incubées en chambres humides. Des goutttes calibrées de
suspensions de spores (103-104-10s-106 spores/mi) ont été déposées sur
les 2 faces de folioles détachées et disposées sur du papier filtre humide
dans des boites plastiques transparentes. Cette technique est la méme
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utlisée par ABOU-ZEID (19738) dans 1'étude du couple féverole/ Bolryiis
fabae .

Les symptdmes que nous avons obtenus aprés incubation a
'obscurité pendant 24 heures puis exposition a la lumiére pendant 72
heures sur ces feuilles détachées ont été difficiles 3 évaluer. En effet, a 1a
place de taches foliaires bien délimitées, nous avons observé une
décoloration brune trés diffuse de tout le limbe sans véritable attaque des
folioles. Aussi, nous avons utilisé la pulvérisation sur plante entiére en
serre. Comme EMECHEBE (1981), les premiers symptomes sont apparus 3
jours aprés inoculation de 1a variété IAR-48 par une suspension des spores
de lisolat C 2017 & la concentration de 106 spores / ml. Ces symptomes
concernent presqu'exclusivement les tiges.

b) Etude des doses d‘inoculum

Dans une premiére épreuve exploratoire, nous avons effectué
les inoculations sur des plants agés de 3 semaines. Nous avons utilisé 4
doses de suspensions conidiennes sur 10 plants par traitement et 2
répétitions. Au 7éme jour aprés l'inoculation, une notation des symptdmes
de chaque plante contaminée a été effectuée. Les résultats enregistrés sont
résumés dans 1a figure 5 ol ils apparaissent sous forme de pourcentages de
réponses (cf Matériel et Méthodes) avec et sans transformation arc-sinus.

Powrceat Arc—sinus
80 1 symptimes 750
140
60 { / {
¢ 130 e pourcent
120 & Are-sinus
[ 10
Leg doses
0 ¢ 4 0
3 4 s 6

Figure 5 Relations doses- réponses lors de pulvérisations de spores
de Colletotrichum capsici sur plants de niébé de 3 semaines
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Les quantités de symptomes augmentent a peu prés
proportionellement aux doses entre 103 et 105 spores par ml, puis un
pallier semble étre atteint, au moins pour 7 jours d’incubation. La dose 10s
semble donc la mieux indiquée pour obtenir rapidement des symptomes
tout en conservant une réaction normale de 1'hdte. Cette dose sera le plus
souvent utilisée par la suite.

¢) Choix de la période d'incubation avant notation

Sur des lots inoculés par une gamme de doses autour de 10s
spores par ml et incubés dans des miniserres, des notations de maladie ont
été effectudes aprés 7 et 14 jours dincubation. Les résultats montrent
(figure 6) que les vitesses d'expression varient beaucoup en fonction des
doses au cours des deux semaines de lexpérience La durée d'incubation
optimale pour l'obtention du maximum de symptomes avec entre 104 et
5x10s spores par mi semble étre voisine de 2 semaines.

B togdose=3
B Logdose=4
id Logdose =51

Semeines

1 2

Figure 6 Evolution des symptomes pour deux notations espacées
d’une semaine aprés 1'inoculation par trois doses de
Colletotrichumcapsici sur niébé
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d) Conditions environnementales aprés inoculation

Une autre observation que nous avons faite au cours de ces
travaux concerne les conditions d'environnement aprés inoculation
artificelle des plantes. Selon que I'on utilise les mini-serres ou 1a housse
plastique, limportance des symptomes varie. Les indices de maladie sont
légérement plus importants lorsque les plantes sont maintenues en
atmosphére humide aprés inoculation sous housse plastique plutét que
dans les mini-serres. Les housses plastiques maintiennent apparemment
plus d’humidité que les mini-serres.

e) Influence de I'état des plantes

Sur les plants de niébé contaminés par le pathogéne, le rdle joué
par les blessures dans I'expression de 1a maladie a été étudié. Des lots de
diverses variétés ont été inoculés par pulvérisation d'une suspension de
spores. Pour 1a moitié de ces lots les plantes sont privées de leurs systemes
racinaires et maintenues en survie par trempage des bases de tiges
inoculées dans I'eau. Les résultats, indices de maladie et effet blessure sont
présentés dans le tableau XVII et la figure 7.

Tableau XVII Comparaison de queiques variétés de niébé pour leur
sensibilité a Collelolricham capsics et al'effet blessure.

VARIETES Plantes entiéres Plantes coupées Différences =
Effet blessure
TVU 2027-1-11 47,5 78,75 31,25
VITA-4 38,43 56,25 17,82
IAR-48 7,18 35 27,82
TVX 1999-01F 6,53 16,25 9,72
MOUGNE 3,84 28,75 24,91

Pour les mémes variétés, les indices de maladie sont plus
importants lorsques les plantes sont privées de leurs racines avant d'étre
inoculées. Les variations se font dans le méme sens c'est a dire que les plus
résistantes en conditions normales restent en moyenne les plus résistantes
aprés blessures et vice versa. Cependant un comportement particulier est &
signaler pour la variété VITA 4 qui dans l'essai au champ s'est montrée
plutdt résistante. Dans les conditions de cette expérience sa sensibilité est
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voisine de celle de la variété trés sensible TVU 2027. Ce résultat pourrait
étre 1ié aux conditions 7@ wiiro ou i un caractére particulier de l'isolat
utilisé comme inoculum. Pour TVU 2027 il y a bien conjonction de facteurs
défavorables : ¢ sensibilité au champ

o sensibilité au laboratoire

o effet blessure important
4g DifféreacesB-NB . 50 Seasibiite / plantes
] aea Messies(NB)
140
1® B Effet Messure
* PloatesiB

TVK  VITA4 MOUGNE WAR48 TV
1999 Variitis 2027

Figure 7 : Comparaisonde 1'effet blessure et de 1a sensibilité de
cinq variétés de niébé inoculées par Colletotrichumcapsici

f) Etude de la variabilité du pouvoir pathogéne et de la
sensibilité variétale

Nous avons donc tenu compte de tous les facteurs analysés
précedemment pour l'étude du comportement de quelques variétés de
niébé vis a vis de 2 isolats de CLollelolrichunm impliqués dans la
manifestation de 1a maladie des taches brunes. Un troisiéme isolat
provenant du pois d'Angole a été joint aux 2 premiérs dans cette étude.

Aprés inoculation par pulvérisation des tiges et des feuilles, les
plantes ont toutes été maintenues en atmosphére humide sous housse
plastique. La notation a lieu au quatorziéme jour aprés inoculation selon
notre échelle de laboratoire. Pour chacune des 5 variétés, 10 plantes sont
utilisées par traitement et chaque traitement répété 3 fois. Pour des
raisons techniques, nous n‘avons pu utiliser que 5 variétés qui ont été
choisies car elles sont trés prometteuses du point de vue production au
Burkina Faso.
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TV VITA4 TvX MOUGHE IAR48
2027 1999
VARKTES
Figure 8 Comparaison de la sensibilité de cinq variétés de niébé
vis & vis de trois isolats de Colletotrichum capsici. Inoculation par
pulvérisation sur plantes de 3 semaines en serre. ‘

La figure 8 illustre les valeurs des indices moyens de maladie
(arc-sinus X pourcent) de chaque variété pour les 3 isolats utilisés.
L'analyse de variance effectuée sur ces résultats permet de remarquer que
les niveaux de pouvoir pathogéne des isolats sont différents, de méme que
les niveaux de résistance des variétés utilisées. L'interaction isolat /variété
étant hautement significative, nous avons donc classé les variétés en
fonction des isolats utilisés et les isolats en fonction des variétés.
Origine de la variation Fcalculé F005 FO001 S?

Blocs 2,15 4,46 NS
Variétés 60,71 384 701 HS
Isolats 44,26 349 585 HS
Interaction VI 8,03 245 356 HS

Tableau XVIII Classement de Il'agressivité de trois isolats de
Colletolrichum sur cinq variétés de niébé

VARIETES TVU 2027 VITA4  TVX 1999 MOUGNE IAR 48
ISOLATS

e P G > - - - - - - - . . ——— " — - ———_— -

CTN 70,86 72,20 2499 17,45 31,53 |
C 2017 63,76 30,40 21,75 19,98 27,01 ’
CPA 963e 21,01 0,00 o 000e 17,83
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Il ressort du tableau XVIII que quelle que soit la variété
utilisée, les souches se classent toujours dans le méme ordre. Il n'y a donc
pas d'interaction différentielle compléte et par conséquent pas de véritable
relation verticale. Les variétés TVX 1999-O1F et Mougne sont les plus
résistantes aux isofats utilisés et présentent une résistance de type
horizontal c'est-a-dire probablement stable. Cependant, dans {"analyse de
variance linteraction souche/variété est hautement significative, il
convient de se demander pourquof ? I est probable que l'introduction d'un
isolat provenant du pois d'Angole intervient pour beaucoup dans cette
relation. Cette souche n'est pas agressive sur deux variétés. Pour ce qui
concerne l'agressivité moyenne des souches nous constatons de trés
grandes différences entre elles.

Tableau XIX Comparaison des classements de la sensibilité des variétés de
niébé par trois isolats de Colletolricham

VARIETES ISOLATS
VI=TVU 2027-1 11 cemmemomem oo
V2= VITA 4 C 2017 CTN CPA

V3=« TVE 1999-01F  =mmoomemmoomooommocoom oo
V4 = MOUGNE VI 63,16 ¢ V2 72,20 V2 30,40 o
V5 = IAR 48 V5 27,01 | V1 70,86 V5 17,83 o

V3 21,75 V53153 ¢ VI 963 e
V2 21,01 V3 2499 V3 000
Y4 19,98 V4 1745 e V4 0,00

La comparaison des isolats issus du niébé et du pois d'Angole
permet de constater qu'ils ne classent pas les variétés dans le méme ordre.
Il y a donc une interaction partielle signifiant l'existence de relation
verticale partielle (VAN DER PLANK, 1968). Lisolat C-2017 différencie des
4 autres variétés, la variété TVU 2027-1-11 qui présenterait donc une
sensibilité de type vertical. Cette observation est trés intéressante car elle
recoupe le résultat enregistré lors des études de comparaison variétale au
champ. Lisolat CTN permet aussi de différencier la variété TVU 2027-1-11
des variétés TVK 1999-01F, Mougne.et 1AR-48 mais pas de VITA-4. Ici
encore on note une sensibilité accusée de VITA-4 qui semble bien
correspondre a l'existence, dans les populations de Collelolricham
d‘une assez grande variabilité permettant de s'adapter a diverses variétés
ou espéces cultivées.

En ne considérant que les résultats obtenus avec 1iisolat C-2017, on peut
calculer fa corrélation entre les mesures de sensibilité au champ et au
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laboratoire sur les cinq variétés éprouvées dans les deux conditions. La
corrélation est significative (r= 0,988, figure 9) et justifie la proposition
d'une épreuve de laboratoire précoce utilisable dans la sélection variétale
pour 1a résistance & €. capsics. Soulignons toutefois la necessité de bien
contdler dans ces expérimentations la représentativité des isolats du
champignon utilisés comme inoculum
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Figure 9 Corrélationentre les mesures de la sensibilité variétale du
niébé vis & vis de Colletotrichumcapsici,au laboratoire sur jeunes
plantesde 3 semaineset au champ i la récolte.

En conclusion, les indices de plasticité qui s'expriment dans le
pouvoir pathogéne des souches de Colflelolrichmm  incitent a
rechercher des mécanismes de résistance horizontale plutot que verticale,
c'est-a-dire a retenir dans les programmes de sélection des plantes moins
sensibles mais jamais de plantes indemnes. La bonne corrélation qui existe
entre les résultats au champ sur plantes adultes et au laboratoire sur
plantes de 3 semaines autorisera un criblage rapide des variétés tout en
permettant le contrdle des conditions experimentales et 1a recherche de
caractéres de résistance partielle différents et additifs (effet blessure, effet
radiation, sporutation...)
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Les premiers travaux du laboratoire sur l'implication des
protéines nouvelles dans les interactions hote-parasites ont porté sur le
couple Féverole ~-Botryiis (GIRI, 1983, VEDIE, 1984). Les protéines
nouvelles mises en évidence aprés traitement des plantes de féverole par
les spores des Bolryiisou leurs filtrats de culture que 'on sait éliciteurs
de résistance (SANKARA, 1981) ont été observées aussi bien avec les
variétés sensibles que résistantes.

Ces résultats constituent une originalité car la plupart des
auteurs qui se sont intéressés & cet aspect des relations hdte-pathogéne
n'ont observé la présence de protéines PR ou b que dans les plantes
infectées par divers organismes et manifestant une réponse du type
réaction hypersensible (de WIT et BAKKER, 1980 ; GIANINAZZI, 1981 ;
KASSANIS, 1981 ; REDOLFI, 1983). La différence entre les résultats du
laboratoire et ceux de ces auteurs proviendrait probablement des types
d'extraction des protéines. En effet, tous les auteurs font une extraction des
protéines totales des feuilles par broyage des tissus dans un tampon acide
pH 2,8 alors que les extractions au laboratoire ne portent que sur les
protéines extracellulaires des feuilles, probablement des protéines
associées aux membranes.

Par rapport a ces résultats, il a paru intéressant d'entreprendre
une anlayse de ce type de protéines dans notre cas de couple
hote-pathogéne en l'occurence le couple niébé-C. capsics afin de voir si
l'apparition des protéines nouvelles se répétait avec un autre couple que
celui de 1a féverole et du Bolryiss. En outre il s'agit d'en tirer toutes les
applications utiles dans le cadre de la reconnaissance hdte-parasite, et ceci
parce que les protéines nouvelles semblent étre spécifiques soit de 1'héte,
soit de I'agent pathogéne.

A.1. - Etude quantitativedss protéines

L'évaluation des équivalents protéiques (équivalents lysozyme)
contenus dans les diffusats témoins et traités a permis de noter des
différences quantitatives entre ces 2 types de diffusats et ceci pour toutes
les variétés de niébé utilisées. Les diffusats traités sont 2 & 4 fois plus
concentrés que les témoins et cette tendance notée a l'extraction se
maintient aprés précipitation a l'acide trichloracétique et reprise des culots
dans du tampon Tris-HCl pH 6,8 sans colorant.



Figure (10) : Electrophorégrammes des protéines extracellulaires

extraites des feuilles de niébé (variété TVU 2027-1-11) et
séparées sur gels de polyacrylamide a 7,5 %.

A % Feuilles pulvérisées 1 semaine auparavant par

a) 1'eau ; b) une suspension des spores de C, capsici
isolat CPA. Les nouvelles protéines sont indiquées
par les lettres PR.

B : Gels d'electrophgrése sur pol{acrylamiQe a
7,5 % avec la variété TVU 2027-1-11 inoculée par

les isolats C.2017 et CTN de C. capsict
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Nous avons tenu compte de cette observation dans la recherche
des différences qualitatives entre les protéines des diffusats traités et
témoins en wvue d'une comparaison rigoureuse entre les résultats
enregistrés. En effet, comme le montre CONEJERO et SEMANCIK (1977), le
dépdt d'une faible quantité de protéines de plantes (< 75 pg équivalent
lysozyme) entraine souvent la non visualisation de certaines bandes
protéiques par 1a coloration au bleu de Coomassie rendant les comparaisons
erronées. Nous avons donc utilisé dans la plupart de nos expériences
plusieurs dépdts des échantillons protéiques des diffusats traités et
témoins correspondant a des quantités différentes de protéines et les
comparaisons portent sur les meilleurs gels.

A 2. - Etude qualitative des protéines
a) Présence de protéines nouvelles

Dans une premiére expérience, les protéines solubles des
diffusats des feuilles de plantes agées de 3 semaines de la variété TVU
2027-1-11 ont été obtenues aprés inoculation par une suspension des
conidies des isolats C. 2017, CPA et CTN. Les diffusats sont produits, une
semaine apres 1'inoculation, par infiltration sous vide d'une solution saline
de NaCl a 0,5 M et centrifugation sur grille. Ces diffusats sont ensuite
précipités a l'acide trichloroacétique, les culots protéiques sont repris par
du tampon Tris-HC! pH 6,8 contenant du SDS et du mercaptoéthanol et
soumis a une électrophorése en gel de polyacrylamide a 7,5 ®.

L'observation des gels (figure 10 B) permet de constater
l'existence d'une bande protéique supplémentaire trés nette pour les
diffusats traités par rapport au diffusat témoin. Les electrophorégrammes
des protéines du diffusat TVU 2027-1-11/CPA (variété TVU 2027-1-11
traitée par les conidies de [Iisolat CPA) et du diffusat TVU
2027-1-11/Témoin (fig. 10 A) révélent bien la bande protéique
supplémentaire de mobilité relative ou Rf voisine de 0,93. Cette valeur est
du méme ordre que la valeur d'une des protéines nouvelles mises en
évidence dans le cas du couple féverole -Bolryéis (0,94). On remarque
également la présence d'une nouvelle bande au Rf 0,84.

I1 ressort de cette premiére analyse que lors de I'interaction du
niébé et de Collelolrichnm capsici, de nouvelles protéines font leur
apparition. Ces protéines correspondent sans doute aux protéines PR
(Pathogenesis related proteins) mises en évidence par COUTTS (1978) sur
niébé mais aussi par ANTONIW et PIERPOINT, 1978 ; ANTONIW eZ af,
1980 et décrites par d'autres auteurs dans des interactions de plantes avec
des virus, des champignons, des bactéries et des nématodes.
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Figure (11) : ’

A : Electrophorégrammes des protéines

solubles extraites des feuilles de niébé

(variété TVU-2027-1-11) et séparées sur

gels de polyacrylamide a 10 7.

a) Pulvérisation des feuilles par 1'eau ;
b) Inoculation par les spores de C.2017.

B : Gels d'electrophorése sur polyacrylamide
a 10 Z avec la variété Locale Gorom de niébé.
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b) Variation de la production de protéines nouvelles avec 1'hdte
et 1a concentration en acrylamide

La plupart des auteurs utilisent pour la séparation des
protéines des plantes des gels de concentration en acrylamide a 10 8. Nous
avons aussi utilisé cette concentration dans la recherche de protéines PR.
Les divers états de résistance des variétés de niébé face a la maladie des
taches brunes ont également été pris en considération.

Les protéines solubles des diffusats traités ou non des variétés
TVU 2027-1-11 et Locale Gorom ont donc été utilisées sur des gels de
polyacrylamide a 10 ®. Les inoculations des plantes ayant fourni les
extraits dits “traités™ ont été effectuées par I'isolat C. 2017. L'analyse des
électrophorégrammes correspondant a la séparation de ces protéines révéle
une différence dans les profils protéiques des échantillons traités par
rapport a ceux des échantillons témoins (fig. 11 A pour Locale Gore 5.
11 B pour TVU 2017-1-11). Pour les deux variétés la méme band st
observée, mais les autres bandes peuvent différer d'une variété a 2y
compris sur les gels témoins. Lorquon augmente la concentra en
polyacrylamide passant de 10 a 12 %, la bande frontale (BF) diminue
beaucoup d'intensité et parallélement un nombre plus important de bandes
protéiques nouvelles est mis en évidence dans le bas des gels qui
correspond a la zone des protéines de faibles poids moléculaires (fig. 12 ).
Une analyse similaire sur gels @ 758 des diffusats IAR-48 / C2017 et
IAR-48/Témoin (fig 13) permet également 1a mise en évidence de bandes
protéiques PR, & nouveau les profils des autres parties des gels différent
des variétés précédentes. Cces différences de profils sur les échantillons
témoins suggére une analyse plus approfondie.

¢) Comparaison des profils protéiques de cing variétés de niébé
Les cinq profils présentés sur la figure 14 montrent des
caractéres assez variables mais le calcul des Rf permet d'identifier 33
bandes différentes. Le calcul des indices de similitudes entre variétés, en
utilisant comme élément la présence ou l'absence dune bande dun Rf
donné, permet de comparer deux a deux I'ensemble des variétés.
La figure 15 représente les regroupements des variétés pour
les 3 classes d'indices de similitude retenues : 61-100 8, 50-60 &, <50 .11
apparait que les 3 variétés TVU 2027, VITA 4, LOCALE GOROM, se
ressemblent beaucoup, la variété KN-1 peut étre rapprochée de ce groupe
par ses similitudes avec TVU 2027. La variété IAR 48, plus éloignée des 4
autres présente quelques traits communs avec LOCALE GOROM. Soulignons
que cette comparaison, réalisée sur les meilleurs profils obtenus pour



Figure (12) : Electrophorégrammes des protéines solubles
extraites des feuilles de niébé (variété Locale
Gorom) et séparées sur gels de polyacrylamide a
12 % ,

a) Plantes témoins (Eau)

b) Plantes traitées en pulvérisation par une
suspension de spores de 1'isolat C-2017 de
C. capsicd.

Figure (13)
a 7.5+¢%

: Gels d'electrophorése sur polyacrylamide
avec la variété IAR-48 de niébé.



52

0 p

— EY

]

L

L -

ol il

L] B
4=

Vi V3 V5 V2 V4

Figure (14) : Profils electropi.ciétiques sur gels de
polyacrylamide a 10 7 des protéines des diffusats

de 5 variétés de niébé. VARIETES
V1i:TVU 2027
V2 :VITA 4
V5 V3 V2 V1 V4 V3 : LOCALE GOROM
: V4 :EN 1
VS : IAR 48
£ SIMILITUDE

- 61a 100
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Figure 15 Regroupement de cinq variétés de niébé en
fonction des pourcentages de similitude calculés pour
33 bandes d'électrophorése sur gel de polyacrylamide
des proteines de diffusats de feuilles
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chacune des variétés, concerne des protéines solubles extraites sans
broyage des tissus foliaires.

Conclusion

De ces premiéres analyses, il ressort que quel que soit 1'état de
sensibilité ou de résistance des variétés de niébé, l'interaction avec le £
capsici entraine toujours la formation de nouvelles protéines. Les
principaux changements interviennent surtout dans les 2zones de Rf
comprises entre 0,84 et 0,94 sur gel 4 10 ® d'acrylamide et en conditions
dénaturantes. I1 convient de remarquer que dans le cas de l'interaction
entre le niébé et le virus de 1a nécrose du tabac, COUTTS (1978) trouve 4
nouvelles protéines de Rf 0,95 ; 0,925 ; 0,79 et 0,755. Les nouvelles
protéines mises en évidence apreés infection des plants de niébé par C.
capsicf ont leurs Rf se situant dans 1a zone des valeurs obtenues par
COUTTS. Les Rf des différentes bandes protéiques ont été calculés par
rapport & 1a bande frontale bien importante avec les gels d'acrylamide de
7,5 et 10 8 de concentration. Cette bande correspond bien a une bande
protéique pour les raisons suivantes :

- Le bleu marqueur qui permet de suivre la migration a une
mobilité relative plus grande que celle de cette bande frontale et est
éliminé aprés décoloration des gels. Ceci se vérifie en marquant une
encoche au niveau de bleu marqueur. A 1a décoloration, aucune coloration
n'existe au niveau de l'encoche et toutes les bandes protéiques se situent
au dessus de cette encoche.

La bande frontale a une migration voisine de celle du bleu de
bromophénol lors de la séparation des protéines solubles du niébé mais ne
coincide pas avec elle comme dans le cas de 1a féverole (VEDIE, 1984). Une
électrophorédse & 7,5 ® avec le lysozyme qui est une protéine du poids
moléclaire de 14 900 daltons en présence du bleu marqueur nous a permis
de constater que le bleu de bromophénol se situe entre 2 bandes , 1a bande
1a plus mobile correspondant probablement 4 des produits de dégradation
du lysozyme commercial et actif que nous utillisons. Ceci nous permet de
dire que la bande protéique frontale des électrophorégrammes avec les
diffusats de niébé contient des protéines dont le poids moléculaire peut
atteindre prés de 12000 daltons.

A-3 Influence du mode de traitements des plantes sur la
production des protéines nouvelles

La plupart de nos extractions jusqua présent ont été faites &



Figure (16) Electrophorégrammes des protélnes solubles des extraits
de feuilles de Vigna unguiculata et séparées sur des gels de
polyacrylamide
a et b : Protéines de la variété Locale Gorom infiltrée 3 jours
auparavant par 1'eau et le filtrat de 1'isolat C-2017 de
C. capsici aprés séparition des protéines sur gel a 10 7.

c et d : Protéines de la variété TVU 2027-1-11 infiltrée 5 jours
auparavant par l'eau et le filtrat de 1'isolat C-2017 de
C. capsici aprés séparation des protéines sur gel & 7,5 %.
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partir des feuilles issues de plantes inoculées par des suspensions
conidiennes du champignon. Nous avons aussi cherché a voir si le contact
des plantes et d'une substance élicitrice de résistance en l'occurence le
filtrat de culture du champignon permettrait la mise en évidence de
changements quantitatifs et qualitatifs au niveau des protéines extraites.

L'analyse des protéines extracellualaires des feuilles de niébé a
partir des plants de niébé traités par trempage des tiges dans les filtrats de
culture de £. capsici n'a pas permis de metire en évidence une
quelconque différence avec les protéines solubles des mémes variétés de
niébé traitées par trempage dans de 'eau distiliée.

Nous avons aussi procédé a des infiltrations sous vide du filrat
de culture de 1'isolat C. 2017 dans les feuilles de 2 variétés de niébé , 'eau
distillée remplagant e filtrat dans les témoins. Trois concentrations du
filrat, dilué au 1/10, dilué au 1/3 et non dilué, ont servi pour les
traitements. Aprés infilration, les plantes dont les racines ont été coupées
sont maintenues 3 a 5 jours dans de 1'eau distillée avant d'étre a nouveau
infiltrées par de l'eau saiée (0,5 M) en vue de l'extraction des protéines
solubles. La séparation de ces protéines sur des gels d'electrophorése a
permis d'obtenir les résultats suivants :

¢ Aucun changement tant quantitatif que qualitatif n'est
perceptible entre les protéines issues des plantes traitées par les filtrats
dilués au 1710 ou au 1/3, et leur témoin respectif.

¢ Pour la variété Locale Gorom infiltrée par du filtrat non dilué,
on constate (fig. 16 a et b Jun renforcement des bandes protéiqu- de Rf
0,51 et 0,87 sur des gels & 10 . On observe donc pour la premiére  dis un
changement dans 1a zone de Rf 0,50.

e Pour 1a TVU 2027-1-11 infiltrée par le filtrat non ditué (fig
16 ¢ et d ) on note aussi le renforcement d'une bande de Rf 0,66 sur des
gels & 7,5 & de polyacrylamide.

Par rapport a ces résuitats, on peut dire que le traitement des
plantes de niébé par infiltration du filrat de culture non dilué de C.
capsici dans les feuilles entraine un changement au moins quantitatif
dans les protéines des diffusats de plantes traitées par rapport aux
témoins. Ce changement quantitatif se traduit par un renforcement de
certaines bandes protéiques qui est peut étre du a la superposition de
bandes nouvelles mais les figures obtenues sont moins nettes que lors des
traitements par suspension de spores vivantes.

Cette technique de traitement des feuilles ne nous a donc pas
paru appropriée dans la recherche de protéines nouvelles. Nous avons
poursuivi nos travaux en traitant les plantes par des suspensions
conidiennes du champignon.
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Figure (17) : Electrophorégrammes des protéines extracellulaires
des feuilles de niébé (variété IAR-4B) aprés séparation
sur gels de polyacrylamide a 10 7Z. Les protéines ont au

préalable subi une digestion enzymatique par la trypsine
a) Protéines de plantes non inoculées (témoin)

b) Protéines de plantes inoculées par une suspension

des spores de 1'isolat C.2017,
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A-4 Digestion enzymatique des protéines nouvelles de V.
anguicalata

Plusieurs auteurs PIERPOINT (1983), AHL (1983) REDOLFI et
CANTISANI (1984) ont montré que les nouvelles protéines (PR, b ou PS)
mises en évidence dans les cas de réaction hypersensible avec les couples
tabac - virus et haricot - virus sont trés résistantes a la protéolyse.

Aprés traitement par 1a Trypsine ou un mélange de Trypsine et
de Chymotrypsine des protéines solubles des dites plantes, traitées ou non
par les virus, iis ont montré que dans le second cas toutes les protéines
sont plus ou moins digérées alors que dans le premier cas, il reste encore
des bandes visibles sur les gels de polyacrylamide dont certaines
corespondent aux nouvelles protéines PR initialement mises en évidence.

Nous avons, dans le cas du couple niébé - Colletolricham
cherché a voir si les nouvelles protéines mises en évidence possédaient
cette propriété.

Aprés extraction des diffusats de feuilles de 1a variété IAR-48,
saines ou inoculées 7 jours auparavant par ies spores de 1'isolat C. 2017, les
protéines obtenues par précipitation au TCA sont incubées a 25° C pendant
4 heures en présence de Trypsine dissoute dans du tampon Tris-HC1 & pH 8§
(100 pg de Trypsine pour un culot protéique provenant de 5 mi de
diffusat).

L'électrophorése des extraits aprés ces traitements sur des gels
de polyacrylamide a 10 8 permet de noter (fig. 17) une diminution nette
de I'importance des pics situés dans 1a zone de Rf comprise entre 0 et 0,8
aussi blen dans les extraits de plantes saines que dans ceux de plantes
inoculées. Entre les Rf 0,8 et 1, on note 4 pics importants dans les extraits
traités pour seulement 2 pics dans les témoins. Une électrophorése
uniquement avec 1a Trypsine a permis de révéler que ces 2 derniers pics
correspondent a 1a Trypsine. Les nouvelles protéines sont caractérisées par
les lettres PR et correspondent trés bien aux 2 protéines nouvelles mises en
évidence initialement. |

Pour conclure, nous pouvons souligner que les protéines
nouvelles mises en évidence a la suite de [linteraction niébé -
Colletolricham résistent trés bien a 1a digestion par la trypsine. Elles
ressemblent de ce point de vue aux protéines PR, b, PS décrites
Iespectivement par PIERPOINT (1983), AHL (1983), REDOLFI et CANTISANI

1984).

La différence entre le nombre de nouvelles protéines mises en
évidence a 1a suite de l'interaction niébé - Colfetolrichum, 1a valeur de
leur Rf sur les électrophorégrammes par rapport aux protéines PR, b ou PS
des auteurs ci-dessus provient probablement de 1a nature de 1a plante et
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Figure (18) : Gels d'electrophorése sur polyacrylamide
selon la méthode préparative plus un témoin en
electrophorése analytique avec la variété Locale
Gorom de niébé.
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du type d'extraction et de l'utilisation de conditions électrophorétiques
dénaturantes. En effet, GIANINAZZI ez af (1977) ne détectent pas de
bandes protéiques dans les portions distales des gels (Rf 0,5 & 1) pour les
extraits de tabac ou de haricot non inoculés ( témoins). De méme, COUTTS
(1978), pour les extraits de niébé n'en trouve pas dans la zone de Rf 0,6-1.

Nous avons appliqué notre méthode d'extraction sur des feuilles
de tabac non inoculées ce qui a permis de montrer la présence de bandes
protéiques sur toute la longueur du gel comme pour le niébé. La méthode
d'extraction est donc responsable des caractéres de nos
électrophorégrammes. Des protéines nouvelles sont donc bien mises en
évidence dans les interactions niébé-Collelolrichuam Les plus
caractéristiques de ces protéines ont des Rf de 0,84 et 0,93 sur des gels de
polyacrylamide a 10 %.

A-5 Electrophorése préparative sur les diffusats des plantes

Afin de récupérer les protéines contenues dans les bandes
protéiques en quantités suffisantes et débarassées du polyacrylamide en
vue de leur purification et de leur utilisation en immunologie, nous avons
congu un appareil d'electrophorése préparative selon le schéma descriptif
contenu dans le chapitre matériel et méthodes.

Le remplissage des réservoirs anodiques qui, au moment de la
conception du dit appareil se faisait de maniére manuelle a par la suite été
automatisé par un systéme de vases communicants. .

Le prélévement fractionné des éluats des réservoirs anodiques
se fait a des intervalles de temps constants (5 min.) a l'aide de 1a pompe
péristaltique multicanaux. Les fractions sont recueillies dans un collecteur
de fractions multiples linéaire.

Dans un premiére expérience d'electrophorése préparative avec
les protéines solubles de la variété Locale Gorom non traitée, nous avons
cherché a voir si les pics d'élution récoltés et révélés par analyse au
spectrophotométre & UV (280 nm) correspondaient aux bandes protéiques
en électrophorése analytique.

La figure 18 permet de déterminer le nombre de bandes
protéiques recueillies 2 heures environ aprés le début du prélévement des
fractions. Le nombre et la position des pics recueillis correspond
sensiblement au nombre et 3 la position des bandes protéiques révélées
par electrophorése analytique dans ia premiére partie des gels. Les bandes
non éluées peuvent étre mises en correspondance avec celles de fa partie
supérieure du gel témoin. Elles sont naturellement plus étalées puisqu'elles
ont subi deux heures de migration supplémentaires.
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Figure (19) A Tracé électrophorétique des éluats obtenus par
prélevements temporisés a la sortie des gels de polya-
crylamide pour des protéines solubles des diffusats de
la variécé TVU 2027-1-11 traitée 2 jours auparavant

ou non par une suspension des spores de 1'isolat C.2017
de C. cupsice.

(19) B Tracé densitométrique des éluats obtenus par prélévements
temporisés a la sortie des gels de polyacrylamide pour des protéines
solubles de la variété IAR - 48 traitée 5 jours auparavant ou non par
une suspension de spores de 1'isolat C.2017 de C, capsici.
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Parmi les protéines solubles des feuilles des variétés TVU
2027-1-11 , 1AR-48 traitées par C. 2017 et leur témoin respectif, nous
avons enregistrés (fig. 19 A et B) la présence d'au moins une bande PR
bien indivisualisée dans les diffusats traités des 2 variétés, ce qui
correspond probablement a la protéine PR de Rf 0,93 déja mise en évidence
en électrophorése analytique pour ces 2 variétés.

B - ELECTROPHORESE DES PROTEINES DE COLZETOTRICHUM spp.
B-1 Protéines du filtrat

Les divers isolats de C. capsici et dautres espéces de
Colletolrichumont été cultivés dans le milieu défini B liquide pendant
une dizaine de jours. Les filtrats de culture ainsi obtenus sont précipités au
(NH4)2S04 a saturation et les culots protéiques sont repris dans du tampon
Tris-Glycine pH 8,3 contenant du SDS. L'électrophorése en gel de
polyacrylamide de ces différents culots permet la séparation d'une série de
bandes protéiques pour chaque échantition.

Il ressort (figure 20) des variations importantes pour deux
isolats de £. capsici, unisolat de C. /indemulhianum et un isolat de
C. destructivam dans le nombre des bandes protéiques et leurs
positions sur les gels. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux
obtenus par SAYED eZ af(1976) avec Fusarium oxysporum. En effet,
cette équipe, outre la séparation des espéces de Fusarium qu'elle signale,
réussit par analyse electrophorétique la sépération des formes wzdum,
vasinfectum ot cicerf de F. oxysporum. Sur l'ensemble des
bandes de Rf différents obtenues pour 3 isolats de £. capsici, et 1 isolat
de chacune des 4 espices C. iadicum, C. gossypii, C. trifolii, C.
lindemutbianum 31 bandes différentes ont été caractérisées. Une
analyse de similitude a pu étre réalisée comme pour les diffusats. Les
résultats (figure 21) permettent de regrouper les isolats de . capsics
du niébé avec £ Jindemulhianum et C. gossypii. Proche de ce
groupe principal se trouvent réunis 1'isolat du pois d’Angole et £ Erifolii.
La souche de . indicam esttrés différentedes autres espéces.
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Figure (20) : Gels d'electrophorese a 10 7 de polyacry-
mide des protéines des filtrats de culture pour 2
isolats de C. capsici (C.2017 et C.P.A.), un isolat
de C. destructivum et un isolat de C. {Zindemuthianum.
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Figure 21 Regroupement de sept isolats de Colletotrichum

en fonction des pourcentages de similitude calculés pour
31 bandes d'électrophorése sur gel de polyacrylamide des
proteines des filtrats de culture

B-2 Protéines du mycelium

Cependant, les auteurs précédents ont aussi utilisé les protéines
du mycélium des champignons. La technique d'extraction des protéines du
mycelium nécessite un traitement spécial. Ces mycéliums doivent subir une
congélation d'au moins 24 heures avant extraction. Cette extraction se fait
par broyage dans un mortier contenant du tampon phosphate 0,1 M. pH 7
avec 1 gramme de sable fin (Fontainebleau) pour 4 grammes de mycelium.
Le surnageant recueilli aprés broyage et centrifugation est précipité au
sulfate d'ammonium, concentré et dialysé avant d'étre repris dans du
tampon Tris-Glycine pH 8,3 contenant du SDS pour electrophorése.

Cette technique permet 1a mise en évidence d'un nombre de
bandes protéiques voisin de celui obtenu dans 1'electrophorédse des filtrats
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des mémes échantillons mais les bandes ne sont pas les mémes. La aussi,
des différences existent entre 3 isolats de £ capsfcf mais elles sont
beaucoup moins nombreuses que pour les extraits de fiitrats.

Conclusion :

L'électrophorése en gel de polyacrylamide des protéines des
filtrats de culture des Colfelolrichunm permet non seulement la
séparation des différentes espéces de ce genre mais aussi de certains
isolats de (. capsici Comme pour les proteines extracellulaires de
plantes, une bande majeure est obtenue au voisinage du front de migration
du colorant traceur lors d'électrophorése en gels a 108 d'acrylamide.



CHAPITRE II : ETUDES IMMUNOLOGIQUES DES PROTEINES DES
INTERACTIONS NIEBE - COLLETOTRICHUM CAPSICT
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Introduction

En vue d'une étude des éventuelles spécificités des différentes
molécules protéiques des diffusats et des filtrats de culture, nous avons
utilisé fa technique immunologique par hypersensibilité retardée sur des
souris.

L'hypersensibilité retardée est due a la sensibilisation des
lymphocytes T. La rencontre entre les iymphocytes sensibilisés et
l'antigéne spécifique réintroduit dans l'organisme conduit d'une part a la
différenciation de lymphocytes T cytotoxiques (lorsque l'antigéne est
cellulaire) et daautre part a [Iélaboration de substances non
immunoglobuliniques appelées lymphokines (EUZEBY, 1980). Ces
lymphokines, douées de nombreuses activités, provoquent principalement
un afflux et une activation des macrophages d'ou la constitution, en 24
heures d'un infiltrat de cellules mononucléées caractéristiques de cet état
d'hypersensibilité retardée. Cet infiltrat cellulaire est responsable de
I'induration et du gonflement des pattes des souris 24 heures aprés leur
révélation par le méme antigéne qui a servi a I'immunisation.

PARISH et LIEW (1972) définissent les conditions
expérimentales pour la réussite de ce type dimmunisation qui sont
l'utilisation de trés faibles doses d'antigénes injectées aux souris par voie
sous cutanée. MITCHINSON (19638) avait établi une carte de la réponse
anticorps en fonction des doses et des durées d'immunisation, les travaux
de PARISH et LIEW (1972) ont montré, pour une durée d'immunisation
donnée, une opposition entre les intensités des réponses anticorps et
hypersensible sur une large gamme de concentrations antigéniques. Les
caractéres des réponses pour une dose donnée varient par ailleurs avec le
poids moléculaire de la protéine utilisée. Deux zones de concentrations
induisant une tolérance immunitaire sont définies par l'arrét de la
production d'anticorps, elles correspondent a3 2 maximums de 1a réponse en
hypersensibilité retardée séparés par un miminum ou zone de tolérance a
ce dernier type de révélation.

Travaillant avec des protéines de nature différente de celles des
auteurs ci-dessus, il nous a semblé nécessaire de définir dans un premier
temps toutes les conditons expérimentales garantissant une meilleure
expression de la réaction d’hypersensibilité retardée pour les protéines des
filtrats de culture de champignons et des diffusats de plantes.
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A - MISE AU POINT DES TECHNIQUES D'IMMUNOLOGIE
A.1. - Déterminaiton de 1a dose immunisante

Quatre doses de protéines solubles des feuilles de la variété
IAR-48, provenant de plants de 3 semaines non inoculés par le
champignon, ont été utilisées comme antigénes immunisants. Les protéines
recueillies aprés électrophorése préparative sont ensuite diluées par du
tampon phosphate 0,1 molaire pH 7 afin d'obtenir les concentrations de 7
pg/mi, 700 ng/ml, 70 ng/ml et 700 pg/mi. Les protocoles d'immunisation
et de révélation se trouvent dans le chapitre matériel et méthodes. Les
résultats suivants portent sur le gonflement des pattes des souris 24 h
aprés la révélation par le méme antigéne a 1a concentration de 70 pg/mil
ont été enregistrés (tableaun XX).

Tableau XX Intensités des réponses immunitaires en Hypersensibilité
retardée chez des souris immunisées par différentes doses d'extrait
protéique de la bande frontale d'électrophorése de diffusat de la variété de
niébé 1AR 48.

Doses immunisantes Nb. Répétitions Inflammation (mm) IC. 958  §?

700 ng/jour S 0,298 0,083 S
70 ng/jour 5 0,261 0,081 S
700 pg/jour 5 0,301 0,274 NS

70 pg/jour 4 0,107 0,086 NS

(électrophorése a 108 d'acrylamide ; révélation par des diffusats entiers
dosant 7 pg/mi d'équivalent protéine)

Les trois doses d'immunisation les plus fortes conduisent a des
gonflements trés manifestes par rapport a la quatriéme dose. Le calcul des
différents intervalles de confiance montre que seuls les résultats des 2
premiéres doses les plus fortes sont significatives. En effet, l'intervalle de
confiance sur les résultats de la troisiéme dose est si important quit
annulle ia positivité de ce résultat surtout quand on tient compte de la
valeur de l'intervalle calculé sur 1'épaisseur moyenne des pattes de souris
témoins qui se situe entre 0,05 et 0,10 mm. En d'autres termes, lorsque la
valeur de I'épaisseur moins l'intervalle de confiance est inférieure a 0,10
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Figure (22) : Réponses immunologiques de souris immunisées.

en hypersensibilité retardée par 2 doses de 1'extrait
protéique de la bande frontale du filtrat de culture
de 1'isolat C.2017 de C,cupsici en présence ou non
de Cyclophosphamide.

A = dose immunisante de 1 pg/jour + Cyclophosphamide
(50 mg/kg de souris)

A" = dose immunisante de 1 pg/jour sans
Cyclophosphamide

B = dose immunisante de 37 ng/jour +
Cyclophosphamide (50 mg/kg de souris)

B' = dose immunisante de 37 ng/jour sans
Cyclophosphamide.
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mm, le résultat obtenu n'est pas considéré comme significatif.

Par rapport a 1a courbe de PARISH et LIEW (1972) ont peut dire
que les 4 doses que nous avons utilisées se situent dans la premiére partie
de 1a dite courbe correspondant aux doses fortes. En effet, nous constatons
entre les 2 premiéres doses positives et la quatriéme dose négative une
diminution de la réaction d’hypersensibilité retardée. En poursuivant sur
cette courbe, la diminution de la quantité de 1'antigéne immunisant on doit
observer une augmentation de la réponse cellulaire dans la zone des trés
faibles doses. Cependant, les réponses individuelles des souris deviennent
de plus en plus aléatoires avec les faibles doses, pour des durées
d'immunisations raisofables (¢f 700 pg/jour).

Ces résultats suggérent dans nos conditons expérimentales une
immunisation avec des doses de protéines de diffusats de plantes de 'ordre
du pg par jour. Une dose de cet ordre est aussi nécessaire pour la réussite
des immunisations avec les filtrats de culture du champignon.

Nous remarquons par la méme occasion que lutilisation des
antigénes protéiques du diffusat de plante a des doses de l'ordre de 100 pg
par jour rend les souris tolérantes a I'immunisation.

La réaction de tolérance a linconvénient de masquer la
manifestation de la réaction cellulaire. Nous avons cherché a lever cet
inconvénient par l'utilisation d'un antibiotique inhibiteur spécifique des
lymphocytes T suppresseurs.

A 2. - Utilisation du Cyclophosphamide (Endozan)

AKIO ez a7 (1976) montrent que le Cyclophosphamide utilisé
en injection intrapéritonéale 48 heures avant le début d'une immunisation
des souris par le MHSA (Methylated human serum aibumin) a des doses
comprises entre 15 et 150 mg/Kg de souris permet une augmentation de la
réponse par la réaction cellulaire. POLAK et TURK (1974) montrent que le
Cyclophosphamide a la propritété de briser la tolérance immunologique
auparavant établie avec les antigénes du groupe des dinitrophenyl.

Avec la bande frontale du filtrat de C. 2017, nous avons
immunisé les souris selon le protocole expérimental suivant : 2 doses de
l'antigéne( 1 pg et 37 ng/jour) pour deux lots de souris traitées par le
Cyclophosphamide et deux lots témoins non traités par l'antibiotique. La
moyenne des gonflements des pattes exprimée en mm aprés la révélation
par le méme antigéne a donné les résultats de la fig. 22.

Pour la forte dose, l'utilisation du Cyclophosphamide entraine
une augmentation de la réponse d'hypersensibilité retardée. De 0,97 mm
gonflement des patles avec les souris non traitées par l'antibiotique, on
passe & 1,44 mm d'épaisseur pour les traitées.
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Figure (23) : Différenciation immunologique de 4 variétés

de niébé par la réaction d'hypersensibilité retardée
contre les protéines de la bande frontale d'électro-
phorése en gel de polyacrylamide (10 %) du diffusat
foliaire de la variété TVX 3236. Dose immunisante
700 mg/jour pendant 3 jours.
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Pour la faible dose, la tendance a I'augmentation avec les souris
traitées s'observe mais les 2 résuitats ne différent pas statistiquement.

Il ressort de cette expérience que [lutilisation du
cyclophosphamide entraine une augmentation du gonfiement dans la
réaction cellulaire, cet agent se comporte comme un adjuvant
d'immunisation.

Dans une autre expérience, nous avons établi 1a tolérance
imunologique suite a I'immunisation des souris par de trés faibles quantités
de protéines de la bande frontale du diffusat de la variété TVX
3236/Témoin, 70 pg/j). Avec le cyclophosphamide utilisé aprés
établissement de la tolérance, une réponse dhypersensibilité est notée
lorsquon fait une immunisation de rappel avant de procéder a une
deuxiéme révélation avec le méme antigéne.

B - ANALYSE 1 OLOGI DES PROTEI ES DI TS DES
PLANTES

B.1. Etude des bandes frontales
a) Diffusats témoins

Les fractions protéiques contenues dans la bande frontale de la
variété TVX 3236 non traitée ont été recueillies en electrophorése
préparative. Le Cyclophosphamide a été utilisé comme adjuvant
d'immunisation avant de réaliser les injections (700 ng/jour) de la fraction
antigénique "bande frontale”. La révélation a ét¢ déterminée dans le but de
rechercher d'éventuelles parentés entre variétés de niébé .

Les résuitats (figure 23) montrent que l'épreuve par les
protéines totales de 1a variété TVX 3236 donnent une réponse nettement
significative par rapport aux épreuves des 3 autres variétés (TVU
2027-1-11, IAR-48 et Vita-4). Par cet exemple, on peut dire que la bande
frontale de TVX 3236 contient des antigénes spécifiques de cette variété de
niébé. Nous avons cherché a voir si ce résultat pouvait se répéter avec les
protéines frontales d'autres variétés de niébé.

Une immunisation directe de S jours avec les protéines de la
bande frontale de la variété Locale Gorom suivie dune révélation au 7éme
jour par les protéines totales de la dite variété et de 5 autres variétés de
niébé a permis d'obtenir les résuitats du tableau XXI. Au vu de ces
résultats, les protéines totales de 3 des 6 variétés de niébé utilisées en
révélation reconnaissent 1'antigéne immunisant : Locale Gorom (fa variété
homologue), Vita-4 et TVU 2027-1-11.
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Tableau XXI Différentiation immunologique de 6 variétés de niébé par
réaction d’hypersensibilité retardée de souris contre les protéines de la
bande frontale d'électrophorése en gel de polyacrylamide (108) du diffusat
foliaire de la variété LOCALE GOROM

DIFFUSAT DE REVELATION Inflammation (mm) Seuil de signification
LOCALE GOROM (Homologue) 0,222 P< 0,01 HS
MOUGNE 0,104 NS
IAR 48 0,011 NS
KN | 0,095 NS
VITA 4 0,380 P<0,0005 HS
TVU 2027-1_11 0,176 P<0,05 S

La bande frontale de la variété Locale Gorom contient donc au
moins un antigéne spécifique de l1a dite variété, associé a des antigénes
communs avec d'autres variétés dont Vita-4 et TVU-2027-1-11.

Soulignons que cette observation est tout a fait concordante
avec les résultats de la comparaison des électrophorégrammes réalisée
antérieurement (fig.15 p. 52)

Nous avons par la suite cherché a isoler 'antigéne spécifique en
effectuant une purification sur gel de Séphadex G-75 des protéines de la
bande frontale de 1a variété Locale Gorom, puis en immunisant les souris
avec les 2 pics protéiques mis en évidence aprés cette purification. Ces 2
pics protéiques sont les pics A (de faible poids moléculaire) et B (poids
moléculaire plus élevé). Ces pics protéiques ont ensuite servi & immuniser
des souris a 1a doses de 1 pg/j. L'antigéne A a servi & révéler les souris
immunisées par A et B et vice-versa.

L'analyse de variance effectuée sur les résultats du tableau
XXII correspondant aux intensités des inflammations des pattes des souris
24 heures aprés la révélation a permis d'établir un classement des
traitements. Il montre que toutes les réponses sont positives, ce qui traduit
l'existence d'une communauté entre ces 2 groupes dantigénes. Les
résultats les plus positifs correspondant aux plus forts grossissements des
pattes sont observés pour les révélations faites par les pics A (faible poids
moléculaire). Tout se passe comme si la révélation par B mettait en jeu une
activité suppresseur plus importante, alors que la révélation par A, au
contraire, activerait principalement des lympocytes cytotoxiques.
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Figure (24) : Réponses immunologiques de souris immunisées
en hypersensibilité retardée par les protéines situées
en troisieme position derriére la bande frontale de la
variete TVX 3236 en electrophorése sur gels de
polyacrylamide a 10 Z.
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Tableau XXII Intensité de I'hypersensibilité retardée chez des souris
immunisées par les pics A et B issus de la bande frontale du diffusat de la
variété de niébé LOCALE GOROM par séparation sur Sephadex G75.
Révélations directes et croisées.

REPETITIONS TRAITEMENTS
AA AB BB BA
1 0,885 0,326 0,258 1,094
2 0,952 0,310 0,456 0,413
3 0,836 0,773 0,806 0,927
4 0,967 0,523 0,608 0,668
D 0,930¢ 0,440* 0,240 0,916
MOYENNES 0,914 0,474 0,473 0,803

#Donndes manquantes calculées par la formule de YATES
Les quatre combinaisons de traitement utlliskes sont désignées par 2 lettres dmtlupremﬁre
correspond d {'antigéne immunisant et la deuxiéme d I'antigéne révélateur.

Analyse de la variance

Origine de la variation F calculé F théorique $?
Blocs 1,195 3.36 (0,052 NS
Traitements 6,26 6,22 (0,01) HS

BB AB BA AA

| I I

Les protéines des bandes frontales sont donc spécifiques de la
variété et cette spécificité est plus manifeste avec le pic de faible poids
moléculaire contenu dans cette bande. L'existence dune non spécificité
immunologique, que 1'on peut mettre en évidence en immunisant avec des
protéines contenues dans une bande située en arriére de la bande frontale
permet aussi de confirmer que la bande frontale est bien responsable de la
spécificité variétale (figure 24).

b) Diffusats de plantes traitées

De 1a méme maniére que pour les diffusats témoins, nous avons
procédé a I'analyse immunologique des protéines frontales des diffusats de
plantes traitées. Dans l'exemple présenté (figure 25) les souris ont subi
une immunisation par 5 injections de 100 ul d'une solution de bande
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frontale de la variété TVU 2027-1-11 trajtée par la souche C2017 de
Colletotrichum capsici. Un seul lot de témoins a été utilisé pour
'ensemble de l'expérience. Pour cette raison, les résultats enregistrés
portent sur les comparaisons des épaisseurs des pattes par rapport au

témoin.
01 02 03 0.4
Enflure en mm

TVU2027-1-11/CPA P £005
TVU2027-1-11/C 2017 _
PL0,05

IAR-48/ C 2017 NS

IAR-48/C PA NS

TVX1999 /CTN NS
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Figure (25) : Réponses immunologiques en hypersgpsibilité
retardée de souris immunisées par les proteines fronFa}es
du diffusat de la variété de niébé TVU 2027-1-11 traitee

par la souche C.2017 de (. capsicd.

Les résultats positifs sont notés uniquement pour les diffusats
double homologue et homologue par rapport a la variété utilisée lors de la
révélation, ils permettent de conclure a 1a nature antigénique spécifique de
variété, des protéines de la bande frontale des diffusats traités. En effet,
lorsque la révélation est faite avec les protéines des diffusats double
hétérologue (IAR-48/CPA ; TVX 1999-01F/CTN) ou hétérologue par
rapport a la variété (IAR-48/C.2017), aucune spécificité n'est décelée.
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B.2. - Etude immunologique des bandes PR.

Pour une premiére analyse, le phénoméne de tolérance
immunitaire a été utilisé car les antigénes comparés sont supposés trés
voisins. Cinq injections, de 1a fraction P R de la variété IAR-44 traitée par la
souche C 2017, a la dose de 1,5 pg/jour ont permis l'établissement d'une
tolérance. Cest-a-dire que lors dune révélation par divers antigénes,
homologues ou non (figure 26), les réponses inflammatoires ne sont pas
significativement différentes de zéro.
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Figure 26 Preuve de 1'établissement d'une tolérance immunitaire a
la bande PR d'un diffusat de la variété IAR 4§ traitée par l'isolat
C2017 de C. capsici

Une deuxiéme série d'immunisations avec une dose dix fois
moindre (150 ng/jour) a alors été entreprise avec 1a solution protéique de
1a bande PR de 1a variété Locale Gorom traitée par l'isolat CTN en vue de
rendre les souris hypersensibles vis a vis d'éventuels antigénes propres a
cette bande tout en éliminant f'effet des antigénes communs 4 d'autres
variétés de niébé.

L'analyse statistique des résultats de 1a (figure 27) permet le
classement des moyennes des inflammations des pattes et 1a mise en
évidence de deux groupes de réponses .
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Figure 27 Réponses inflammatoires de souris immunisées par une
bande PR de 1a variété Locale Gorom (LG) traitée par un isolat de C.
capsici (CTN). Les souris ont d'abord été rendues tolérantes i une bande
PR de IAR 48/C 2017 (fig 26)

nflammation
1'0 ( _.. [ ]
081 - ) -L
061 -
04 ¢
02 1 ‘ -
00 ot l___tj r__|
021
04l -
IAR/C |AR/CPA TW/C TVW/Témo TVX/C réviletears
2017 2017 n 2017

Figure 28 Réponses inflammatoires de souris immunisées par une
b::;e PR de la variété 1AR 48 traitée par un isolat de C. capsici C 2017.
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DE C F A B
|| l I | |
0,09 0,11 0,15 0,29 0,34 0,37

e le groupe des réponses significativement positives constitué par les
diffusats LOCALE GOROM/CTN (A et B) et LOCALE GOROM /témoin (F)

* le groupe des réponses non significativement positives constitué
par les diffusats TVU 2027-1-11/C.2017 (D), TVX 1999-01F/C.12017 (E) et
TVX 1999-01F/Témoin (C).

Dans les résultats du premier groupe cité, on remarque que 1a
révélation des souris par le pic plus concentré qui a servi a immuniser
donne une épaisseur de réponse un peu plus importante en valeur brute
que les révélations faites par les diffusats non purifiés.

Une spécificité variétale est donc mise en évidence car les
résultats négatifs ne s'observent que pour les variétés hétérologues. Cette
expérience montre la grande complexité des relations possibles entre
variétés et traitements par les agents pathogénes au niveau des bandes PR.
Pour simplifier, nous avons cherché dabord A révéler une spécificité vis &
vis de l'agent pathogéne utilisé lors du traitement des plantes.

La spécificité par rapport a 1a souche de champignon a été
établie en utilisant les bandes PR des diffusats de la variété 1AR-438 traitée
par C.2017 (diffusat 1AR-48/C 2017) comme immunogéne. La révélation a
été effectuée par lantigéne homologue et des diffusats de deux autres
variétés : 1AR-48/C 2017, IAR/CPA, TVU/C2017, TVU/Témoin et
TVX/C2017 (fig. 28). Les révélations par des diffusats TVU/C 2017,
IAR-48/C 2017 et TVX/C2017 répondent positivement alors que
TVU/Témoin donne un résultat négatif. Ce qui revient a dire que les souris
immunisées ne reconnaissent que 1a variété du diffusat et/ou la souche de
Colfetolrichum utilisée pour induire le diffusat.

En conclusion, les 2 expériences se complétant , on peut dire que
1a bande PR des diffusats traités contient 2 types de spécificité :

® une spécificité variétale

e une spécificité concernant la souche qui a servi a traiter la plante.

Ces résultats viennent confirmer ceux trouvés avec les bandes
PR dans d'autres couples hite-parasites (VEDIE, 1984 ; BARAKAT 1985).
Quel est le rdle précis de ces protéines dans les relations entre 1a plante et
le parasite? L'hypothése dun role dans les mécanismes de résistance de la
plante est probable mais ces protéines ne sont pas responsables que de la
résistance car elles sont présentes aussi dans les plantes sensibles. Elles
semblent plutdt intervenir dans le mécanisme de reconmaissance entre
1hdte et I'agent pathogéne.
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A supposer que ces bandes correspondent a des espéces
moléculaires uniques, ce qui semble avoir été démontré par CARR e &/.
1982, les caractéres de leurs spécificités immunologiques semblent
indiquer 1la présence sur ces molécules de domaines constants,
caractéristiques des variétés ou des espéces végétales, et de domaines
variables, spécifiques des agents pathogénes stimulateurs de leur
néoformation.

C - ANALYSE IMMUNOLOGIQUE DES FILTRATS DE CULTURE

L'électrophorése en gel de polyacrylamide des protéines
contenues dans les filtrats de culture des Coffetolrichum spp. a
permis par cette technique de différencier les 3 isolats de £. capsfcsf
(C-2017, CPA et CTN). A partir de ce résultat trés intéressant, nous avons
entrepris une analyse immunologique sur une bande protéique commune
par son Rf a tous ces isolats. I1 s’agit de la bande frontale majeure de Rf = |
et qui est bien individualisée sur tous les gels a 10% d'acrylamide.

Une solution immunisante (1pg/jour) constituée des protéines
de la bande frontale de l'isolat C2017 a été préparée a partir d'une
extraction de gels d'electrophorése. Quarante huit heures avant le début
des immunisations, les souris ont été traitées au cyclosphosphamide (50
mg/kg de souris) pour permettre une meilleure expression de la réaction
immunitaire. Les révélations sont faites par injection de 50 ul de solution
proteique concentrée de filtrat de culture des isolats de C. 2017 (B), CPA
(D) et CTN (C) et €. destructivam (A) dans une patte arriére Les
résultats ont fait I'objet d'une analyse statistique.

Test de DUNCAN
D A C B
| | | |
0,148 0,154 0,269 0,463

S? EEES = =

Toutes les souches du champignon sont reconnues par les souris
immunisées par lisolat C 2017 mais on remarque des différences
significatives au niveau de l'intensité de ces reconnaissances marquées par
les valeurs des gonflements des pattes. La réponse est plus marquée pour
1a souche homologue C. 2017 (B) qui se différencie nettement des deux
autres . capsici (C et D) Ces deux autres sont elles mémes différentes
entre elles, lisolat du pois d'Angole (D) se rapprochant plus de C
destructivam (A).

Cette  expérience répétée avec dautres isolats de
Colletolrichuma permis la confirmation de ces résultats.
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Conclusion :

Limmunologie des bandes frontales protéiques des filtrats de
culture de champignon permet une séparation des espéces appartenant au
genre Colletolrichum et méme des isolats différenciés par la
morphologie de leur colonie (comme CTN et C 2017) et leur pouvoir
pathogéne (gamme d'hlte). Les protéines de la tande frontale majeure
semblent porter des motifs antigéniques spécifiques des différentes unités
taxonomiques a 1a maniére des antigénes majeurs d'histocompatibilité des
animaux On retrouve le méme type de spécificité qu'avec les variétés de
plantes et ceci dans la méme bande frontale.
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D ANALYSES SEROLOGIQUES SUR DES PROTEINES DE NIEBE ET DE
COLLETOTRICHUM

Les antigénes protéiques utilisés en immunisation a faible dose
favorisent 1a réaction d'hypersensibilité retardée au détriment de 1la
réaction humorale. Néanmoins, il ¥ a toujours une production d‘anticorps
plus ou moins importante pour les doses plus élévées qui provoquent la
tolérance contre 1'hypersensibilité retardée (PARISH et LIEW, 1972).

Dans les expériences précédentes, nous avons utilisé des doses
dimmunogéne des filtrats de champignons ou des diffusats de plantes se
situant dans la premiére partie de la courbe de PARISH et LIEW (1972)
marquée, en principe, par une production notable d'anticoprs.

Dans le but de compléter les résultats d'hypersensibilité
retardée, nous avons réalisé des tests sérologiques par le prélévement du
sang des souris immunisées par les bandes frontales séparées par
electrophorése en gel de polyacrylamide a2 10 8. Les bandes frontales étant
spécifiques de 1a plante ou du pathogéne en hypersensibilité retardée, leur
utilisation devrait conduire également a la production de sérums
spécifiques.

Nous avons cherché a vérifier cette hypothése par la réalisation
de tests dimmunodiffusion double en milieu gélosé selon la technique
d’OUCHTERLONY (1958).

D1 - CAS DES PROTEINES DE PLANTE

Le premier sérum utilisé a ét¢ produit aprés immunisation des
souris par la fraction la plus lourde (B) de 1a bande frontale protéique de
diffusat de la variété LOCALE GOROM. Cette fraction a été isolée aprés
filtration sur gel de Séphadex G 75 a partir du pic frontal du diffusat
recueilli aprés électrophorése préparative en gel de polyacrylamide a 10 §.

Le sang prélévé sur les souris est centrifugé pendant environ 5
min. a 1 000 tours / min. Le sérum est placé dans le puits central rendu
étanche a sa base par une goutte d'Agar. Nous avons utilisé 5 antigénes
révélateurs dans les pics périphériques

A = Protéines du Pic A (fraction de faible PM issue de la bande
frontale de la variété Locale Gorom)

B = Protéines du Pic B (fraction plus lourde issue de la bande
frontale de 1a variété Locale Gorom), antigéne homologue.

C = Protéines totales de 1a bande frontale de la variété TVX 3236

D = Bande protéique n° 4 (en partant du bas des gels) de la variété
TVX 3236

E = Diffusat non concentré de fa variété TVX 3236.



Antigénes réeveélateurs

Apica

B Pic B }Bande frontale de la

variété Locale Gorom
C Bande frontale TVX 3236
D Bande n°4 TVXI3236
E Diffusat TVE3236

T Tampon phosphate
Antiserums

2 Serum anti B

3 Serum d'animaux rendus
tolérants a Local Gorom puss
immunisés par TVX3236
(bande frontale) aprés
trattement par 'End~xan

b) serum anti- TVYX 3236

Figure 29 Immunodiffusions d'immunserums préparés
contre des bandes frontales d'électrophorése en gels
d acrylamide de diffusats de deux variétés de niébé
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Un témoin (T) est constitué par le tampon phosphate pH 7,1 de
molarité 0,1 M utilisé dans la préparation du milieu gélosé.

Ces différents traitements placés dans les puits périphériques
ont donné les résultats de la figure 29 a. Les antigénes des pics A et B
répondent avec l'antisérum n° 2 anti B par la présence de 2 arcs de
précipitation. Ces antigénes contenus dans la bande fontale protéique de la
variété Locale Gorom sont probablement encore en mélange a l'issue de 1a
filtration sur gels. Ils pourraient aussi porter des motifs antigéniques
communs. Rappelons que cette réaction croisée a déja été décelée par la
réaction d’hypersensibilité retardée. Les protéines de la bande frontale de
la variété TVX 3236 (puits C) réagissent avec l'antisérum par la présence
d'une seule ligne de précipitation traduisant ainsi l'existence dune
communauté entre les variétés. Cette communauté antigénique se retrouve
plus faiblement au niveau des protéines du pic n° 4 de la méme variété
TVX 3236 (puits D).

La réponse négative observée par le diffusat TVX 32 36(puits E)
s'explique par sa faible concentration en protéines. Un autre antisérum a
été confronté aux mémes antigénes révélateurs (figure 29 b). I1 s'agit de
l'antisérum n° 3 issu d'animaux rendus tolérants aux protéines frontales de
la variété Locale Gorom, puis immunisés par les protéines frontales de la
variété TVX 3236 aprés traitement par 1'Endoxan.

Une seule ligne de précipitation révéle, comme dans le cas
précédent, une communauté antigénique entre le pic B de la variété Locale
Gorom et la variété TVX 3236 (bandes frontale et n® 4). Cette expérience
montre, en outre, quune tolérance établie peut étre levée par un
traitement antisuppresseur au cyclosphophamide (Endoxan) rendant
l'animal susceptible d'étre a4 nouveau immunisé par un antigéne
antérieurement toléré.

L'étude de ces deux antisérums semble montrer quil existe
entre les deux variétés considérées au moins un systéme antigénique
commun (B) . De plus au moins un systéme antigénique semble spécifique
de la variété Locale Gorom (A).

D2 - ETUDE DES PROTEINES DU CHAMPIGNON

Dans une expérience similaire, nous avons utilisé le sérum de
souris immunisées par les protéines frontales de filtrat de I'isolat C. 2017
aprés séparation par électrophorése en gel de polyacrylamide a 10 ®. Les
antigénes révélateurs utilisés sont constitués par les protéines des filtrats
des champignons suivants : . destructivam, C. lindemutdisnom,
et les isolats CPA , CTN et C. 2017 de (. capsics Le témoin est toujours
constitué par le tampon phosphate. Aprés 2 semaines d'incubation, nous
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avons représenté les résultats sur la figure 30. I se forme 2 arcs de
précipitation en face des puits contenant les protéines de C. 2017 et CTN.
11y a spécificité par rapport A l'origine d'isolement de la plante
marquée par les signes de précipitation des 2 isolats issus de niébé. On
retrouve les mémes résultats en sérologie qu'en hypersensibilité retardée
ou l'utilisation de la bande frontale de l'isolat C. 2017 en immunisation
permet de différencier les isolats de €. capsicy issus du niébé de celui

issu du pois d’Angole.

Antigénes révélateurs

1C 2017

2 O lindemuthiznum
3 O deslructivum

4 CTN

5 CPA

6 Tampon phosphate

S Serum anti-C 2017

Figure 30 Immunodiffusion pour um serum préparé contre le
surnageant de culture de I'isolat C 2017 de . capsicy.

Conclusion

Grace a l'utilisation d'antigénes séparés par électrophorése en
gel de polyacrylamide il a été possible d'obtenir, tant en hypersensibilité
retardée (réaction cellulaire) qu'en sérologie (réaction humorale), des
réactions spécifiques soit des variétés de niébé soit des souches de
champignons isolées sur des hdtes différents.

Les bandes frontales d'electrophorése de fractions protéiques
extracellulaires, puisque recueillies dans les filtrats de culture ou les
diffusats de feuilles, contiennent des antigénes spécifiques de souches ou
de variétés. Une étude immunologique élargie a4 un plus vaste ensemble de
variétés et de souches serait désormais utile, afin de prouver cette nouvelle
voie d'identification des tazons et surtout, grace a une approche génétique,
d'approfondir 1a connaissance des relations entre hotes et agents
pathogénes.



CONCLUSION GENERALE.
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Le souci premier au cours de ce travail a été de
proposer une methode de lutte assez efficace contre la maladie des taches
brunes du niébé tout en essayant également de mieux comprendre
l'interaction entre la plante et son parasite.

Aprés une analyse des travaux de plusieurs auteurs,
une orientation vers la lutte chimique en traitement des semences a été
proposée et critiquée. Cette voie ne constituant pas une garantie totale
quant a l'infection des plantes par d'autres sources d'inoculum, la nécessité
d'améliorer la résistance variétale sest imposée, ce qui entraine la
nécessité d'une méthode fiable de mesure de la sensibilité et d'une
meilleure connaissance de la biologie de l'interaction hote-pathogéne. C'est
pourquoi sont nées les recherches biochimiques, biologiques et
immunologiques sur les supports moléculaires de la relation hdte-parasite.

En ce qui concerne le premier point étudié, I'hypothése
de base était de voir si I'utilisation d'un fongicide systémique en traitement
des semences pemettrait de réduire le taux de la maladie jusqu'au moment
de la récolte. Les résultats intéressants enregistrés au laboratoire ont
permis de définir une dose efficace du fongicide et ses conditions et limites
d'emploi.

L'étude de la résistance variétale du niébé face a la
maladie des taches brunes a nécessité la mise au point d'un systéme de
criblage au laboratoire. Au cours de cette étude, les résultats de
I'inoculation sur jeunes plantes au laboratoire sont compatibles en général
avec ceux du champ pour les mémes variétés. Cette étude a permis de
déceler quelques variétés de niébé moins sensibles a la maladie des taches
brunes. La technique de criblage a partir de plantules de niébé agées de 3
semaines peut étre retenue. Toujours dans cette étude, la présence de 2
souches différentes de £ capsici sur niébé au Burkina Faso a été
décelée.

Pour ce qui concerne le deuxiéme aspect de ce travail,
la synthése de nouvelles protéines au cours de [Ilinteraction
niébé- Colletotrichum a pu étre démontrée et confirmée a la suite de la
digestion enzymatique réalisée sur ces molécules. Une méthodologie et un
appareillage ont été mis au point pour séparer et purifier les protéines des
diffusats des plantes traitées ou non par les parasites et les filtrats de
culture des mémes parasites. L'utilisation immunologique de ces protéines
tant en hypersensibilité retardée (réaction cellulaire) qu'en sérologie
(réaction humorale) a permis la mise en évidence d'une spécificité des
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protéines de faible poids moléculaire aussi bien pour les souches de
Colletolrichum que pour les variétés de niébé. De plus, les bandes
protéiques nouvelles excrétées par les tissus foliaires du niébé sous l'effet
de la stimulation des souches de Coffelolrfcham contiennent des
motifs spécifiques de ces souches ainsi que des variétés de niébé. Un
résultat fondamental a donc été enregistré. Il concerne la spécificité des
motifs antigéniques porté par des protéines de faible poids moléculaire
pour différentes unités taxonomiques de plantes et de parasites a la
maniére des antigenes majeurs dhistocompatibilité des animaux Ces
motifs antigéniques pourraient étre utilisés, aprés purification, pour
identifier soit les variétés soit les souches d'agents pathogenes dans des
recherches de sélection ou de pathologie.
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