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Le nié~ représente la premi~re source de protéines
alimentaires pour les populations rurales des pays sahéliens comme le
Burk.ina Faso où la paysannerie constitue sur les 7000.000 d'habitants plus
de 90 ~ de la population. En plus de la sécheresse, qui constitue la
première calamité naturelle de ces régions sahéliennes, la production de
niéoo est beaucoup limitée par les attaques d'insectes, les maladies et les
infestations par certaines plantes parasites comme le Striga
g~s.ll~ri()id~s.

Ces différents problèmes ont conduit à la création en 1978 au
Burkina Faso d'un Programme National pour l'Amélioration du niéoo.

Parmi les nombreuses maladies qui attaquent la plante, une
s'est particulièrement manifestée ces dernières années au Nigeria et au
Burkina Faso. Il s'agit de la maladie des taches brunes due au
C"JJ~t()tric1Jl1.11l capsici. Plusieurs métbodes de lutte peuvent ~tre

utilisées dans la lutte contre la maladie. Le paUlogène contamin'ant les
semences et transmettant alors la maladie à la gén~ration sUivante,
EMECHEBE (1981) préconise l'utilisation des semences traitées comme l'un
des meilleurs moyens de lutte. Dans le but de vérifier cette proposition,
nous avons mis en place à Kamboinsé (Burkina Faso) au cours de la
compagne agricole 1983 et de la suivante, un essai avec un fongicide, le
Peltar (Manèbe + Thiophanate métbyl) en traitement des semences. 11
convient de remarquer que l'utilisation de semences traitées ne peut pas
constituer une garantie totale quant à d'éventuelles contaminations par
d'autres sources d'inoculum. A cet égard, l'utilisation des variété-s
résistantes semble offrir plus de sécurité.

Depuis le signalement de la maladie en Afrique, l'un des
premiers efforts des phytopatbologistes a donc consisté à mettre au point
une méUlode permettant l'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
système de notation mis au point par l'IRRJ (1975) pour évaluer la
résistance naturelle du riz à la pyriculariose.

Nous nous sommes proposé de prendre uniquement en compte
les manifestations de la maladie sur les plantes jeunes après inoculations
en serre et de voir quel type de corrélation eXisterait entre ces résultats et
ceux obtenus sur les plantes issues de ces m~mes 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, à 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 la mise en place d'un essai de comParaison
variétale au champ àKamboinsé lors de la campagne agricole 1983-

D'un point de vue génétique, 2 tyPes de résistance caractérisent
le comportement des plantes face aux attaques des pathogènes. Il s'agit de
la résistance verticale et de la résistance horizontale. La résistance verticale
confère une Protection complète mais non pe-rmanente en impliquant donc
des mécanismes qui sont à l'intérieur du pouvoir de variation du
pathogène. Dans le cas de la résistance horizontale, les mécanismes sont
hors de la variabilité du pathogène. Il n'y a pas d'interaction différentielle
et les souches diffèrent Par leur agressivité. Les plantes possidant le
Premier type de résistance pe-rdent souvent cette résistance à la suite de
l'apParition de souches virulentes du pathogène impliqué dans la maladie.
L'existence d'une SPécificité Parasitaire se traduisant Par la mise en
évidence de races du pathogène est alors notée comme dans le cas du
couple haricot- Cl'JJ~tl'trielt Il.111 Ji.lld~.III1I tlIi6.1111.111

Anotre connaissance, il n'existe pas encore de cas de SPécificité
Parasitaire variétale démontrée dans le cas du couple niébé­
Cl'JJ~tl'trieltll.lll e6psiei. cette situation nous a paru intéressante pour
entreprendre l'analyse des différentes Protéines impliquées dans ce couple.
En effet, plusieurs auteurs ont mis en évidence ces dernières années
l'implication des Protéines dans de nombreux cas d'interactions
hôte-pathogènes. Comme exemple, on peut citer la cas du niébé et du virus
de la nécrose du tabac (COUTrS, 1978). Nous avons repéré au laboratoire
des protéines similaires.

L'analyse des différentes Protéines impliquées dans l'interaction
niébé-Cl'JJt1tl'uieltll.lll ne nous pe-rmettrait-elle pas de les utiliser
comme marqueurs des souches de Cl'JJ~,.,trieltll.lll et des variétés de
niébé et ainsi de pouvoir séParer les variétés utilisées suivant leur
résitance? Telles sont les hypothèses que nous avons formulées en
entreprenant cette étude.

Notre travail sera Présenté selon le plan suivant:
- Dans une Première partie, une étude bibliographique fera la

synthèse des travaux effectués sur le couple niébé-Cl'JJ~"'trieltll.lll

depuis l'aPParition de la maladie des taches brunes en Afrique. cette étude
sera complétée par l'importance que rev~t la syntJ:1èse de nouvelles
Protéines dans les mécanismes de résitanœ de la plante, et l'utilisation de
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l'immunologie en pathologie végétale. Le matériel et les méthodes utili~
pour notre travail seront également exposés dans cette partie.

- Dans la deuxième partie, nous présenterons les résultats de
notre essai de lutte chimique contre le C()ll~t()triclJuLll capsici par le
traitement des semences du niébé. L'étude sur le comportement de
résistance de quelque5variétés de niébé face à 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 troisième 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 C()ll~t()triclJllLll et
aussi des protéines des mêmes souches de pathogène. La s~iclt.é de ces
différentes protéines sera étudiée par des méthodes immunologiques et
sérologiques avec pour objectifs de comprendre les mécanismes de
l'interaction hôte-parasite et de définir des critères ou marqueurs de
variété ou de souche.

\
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A - LE NIEBE ET SA CULTURE

Le niébé est la plus importante légumineuse alimentaire des
régions de savane de l'Afrique de l'OUest. Les statistiques de la FAO
publiées ces dernières années révèlent que la production africaine
représente 80 à 90 ~ de la production mondiale de cette légumineuse
estimée à 1.400.000 tonnes. La production totale des pays sahéliens
suivantC): Mauritanie, Burkina Faso, Niger, Sénégal et du Nigéria était de
1.100.000 tonnes en 1971 pour un rendement de 240 kglha (KASSAN,
1976).

Première 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, l'Institut International de l'Agronomie
Tropicale (IITA) basé à Ibadan (Nigéria) s'occupe à travers sa section
d'Amélioration des légumineuses à graines de promouvoir la culture du
niébé dans ses zones de production. Avec la création de la Commission
SCientifique Technique et de Recherche de l'Organisation de 11Jnité
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 rôle
d'aider les différents programmes nationaux de recherche des pays situés
dans les zones semi-arides du continent dans la production de variétés à
haut rendement et adaptées à ces zones.

A-l Généralités sur la culture du niébé

a ) Importance de la culture du niébé au Burkina Faso

L'agriculture burkinabè 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
céréalières du pays que sont le Sorgho (S()fgll DJD biC()}()flie Mit
(P~DDis~tD.Dl typll()ides) et le Mais (Zea JDais). selon les
statistiques de la FAO (1978), le Burkina Faso était le ~e producteur
africain de niébé avec une production supérieure à 90 000 tonnes derrière
le Nigéria (800 000 tonnes) et le Niger( 271.500 tonnes). Les chiffres réunis
par la Section de- Statistiques agricoles de la ce-llule- de- la Planification
Rurale du Burkina à la m~me époque donnaient 51.759 tonnes de- niébé et
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25 491 tonnes de voandzou qui est la deuxième légumineuse derrière le
niébé (cf figure 1).

b) - caractères botaniques et systématique de la plante

Le niébé Vig.llll u.llguiculllu (L.) Walp. (synonyme ~

si.ll#.IIsis (L.) savi ex Hassk.. qui est un~ des siX espèœs cultivées du
genr~ Vig.llll (Brenan, 1(63) (160 espèœs au total) appartient à la tribu
des PlIlIs#(}l#II#, famill~ des légumin~uses. C'est une plante herbacée
annu~U~, autogame (fécondation croisée de 0,2 à 2 1) dépassant rarement
60 centimètres de hauteur (BOl S, 1(27). Les f~uilles alternées trifoliolées
sont rattachées à la tige par un pédoncule de 5 à 15 cm. Les ports sont
érigés, rampants ou grimpants. Les gousses ont des longueurs variables (de
5 à 30 centimètres) sont dehiscentes av~ des graines decou1~ur variable
~lon les cultivars.

c) caractères écologiques

• VAVlLOV (1935) a Proposé l'Ind~ ~t l'Etbiopi~ con; les
c~ntres Primaires d'origin~ du Niébé.

• STEELE et MEHRA (19ôO) citent les auteurs tels qu~ PIPER,
WIGHT, AMES ~t WATI, qui ont proposé resPeCtivem~nt l'Ind~; le Nord de
l'Ind~, l~ Pakistan ~t l'Iran; l'Ind~ ~t l'Afriqu~, comm~ œntres d'origine.
Aucun doute n~ subsiste quant aux centres de diversitiés génétiques que
sont l'Ind~ ~t l'Afrique.

Plusi~urs t~ de variétés adaptées aux différentes zones de
cultur~ d~ la plante qui couvrent les régions ~mi-arides aux zones
tropicales humides à travers l'Afriqu~, l'Asi~, l'Austra1i~ ~t l'Amériqu~

~xistent.

• HUXLEY ~t SUMMERFIELD (1976) situ~nt la variation
génotypiqu~ la plus importante ~ntre les variétés au niveau de la floraison
Précoœ ou tardiv~ corresPOndant respectivement aux variétés non
photosensibles ~t aux photosensibles fleurissant pour des jours courts.

d) T«hniqu~ d~ culture du niébé

Dans la plupart des pays africains où il est produit, l~ niébé est
rarem~nt cultivé ~n cultur~ pur~ mais en association Principalement av~
le Mil, l~ Mais, le Sorgho ~t les tubercules (Patate douœ, Ignam~).

L'avantag~ d~ œtœ Pratique c'est qu'eUe réduit les attaques des ~nn~s
de la planœ et permet une récolœ de t'ordre de 25 à 50 ~ par rapport au
rendement potentiel (KASSAN, 1(76).



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

~Ialadie

1 Fonte de semis

Agent causal

Rhizoctonia solani
Pythium aphanider­
matum

Distribution

Nigéria, Burkina
faso et probable­
ment ailleurs

Importance des
pourcentages de
perte du rendement

Jusqu'à 75 % +

1 2

i

~laladies de la
tige du collet
et de la racine

Anthracnose

Pourriture de
la tige

Colletotrichum
lindemuthianum

P. aphanidermatum

Afrique, Inde,
Brésil

Monde entier

35 à 50

Locale

+ (40 %)

4 Taches foliaires

Cercosporiose Cercospora canes­
cens et C. cruenta

Taches zonées Corynespora
cassiicola

3 Flétrissement

Fusarien

Verticillien

Septoriose

5 Brûlures du
feuillage

Corticium rolfsii

Fusarium solani

F. oxysporum

Septoria vignae
et S. vignicola

Rhizoctonia solani=
Thanatephorus
cuc:umeris

Ascochyta phaseo­
lorum

Probablement dans
tout le monde

Afrique, Amérique
tropicale

Toutes les zones
de culture

Toutes les zones
de culture

Afrique, Amérique
Centrale

Faible

Locale

Locale

Locale

20 et 40 %
respectivement

Faible

Locale

Contrainte maJeure
dans les zones
tropic310~ hu~i~0S

- ?

+ ?

+

+

+

+

+ ?

+

6 Rouilles, Char­
bons et Oidiums

Rouilles Uromyces appendicu- Toutes les zones
latus - U. vignae de culture

Importante

Phakopsora Afrique, Asiepachyrhizi

Gousse rouille Synchytrium dolichi Afrique, Asie

Charbon des Protomycapsis Afrique, Inde,
feuilles phaseoli = Brésil

Entyloma vignae

Oidium Erysiphe polygoni Sur tous les
continents

Faibl~

Faible

Localement impor­
tant au Brésil

Importante en Amé­
rique tropicale et
en Inàe

- ?

7 Maladies des
gousses

Pourritures
des gousses

Maladie des
taches brunes

Gale

Chancre
bactérien

Taches
bactériennes

Ch oanephora spp.

Colletotrichum cap­
sici et C.truncatun

Eisinoe phaseoli

Xanthomonas
vignicola

Xanthomonas

ê.EE.:

Nigéria, Inde,
Brésil

~frique (Nigéria,
Burkina faso

Afrique, Amérique
Centrale

Afrique, Amérique,
Inde

Nigéria, Tanzanie,
Brésil

Faible

Localement
importante

Probablement
locale

+
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Selon NORMAN (1972), les variétés locales en Afrique ont
généralement des maturités tardives (80 à 160 jours) et sont plus adaptées
aux intensités lumineuses plus faibles, sous les autres cultures av~

lesquelles elles sont en association.

e) Utilisations principales

• Source de protéines végétales : la graine de niébé contient
24~ de protéines alors que celle du voandzou n'en contient que 145 ~

(BOl S, 1927 ; Memento de l'Agronome, 1974).
• Source de revenu monétaire pour les agriculteurs de certains

pays.
• Source de fertilité du sot régénérée par la fixation

symbiotique de l'azote.

f) Ennffilis de la plante

L~ in5e'C1:es et l~ maladies constituent l~ principales
contraintes pour l'augmentation de la culture du niébé dans les régions
tropicales (WI LLIAMS, 1975; ALLEN ~t al.., 1981).

SINGH et ALLEN (1980) signalent que, dans les savanes
africaines où 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 Vivrières dans les
Zones Semi-Arides) de l'OUA/Cm dans leurs tournées d'Inspection du
niébé en 1982 (Newsletter, 1983) ont remarqué que les inse-ctes se sont
avérés être la contrainte majeure dans tous les sites visités (Sabet savane
soudanienne, savane guinéenne) alors que la réaction face aux maladies
variait considérablement. Voir le tableau 1 d~ principales maladies du
niébé et leur distribution dans le Monde.

A - 2 La maladie des taches brunes du niébé

a) Historique

Deux ~pèœs de C()II~ÛJtrjc1Jl1.IDont été identifiées comme
étant pathogènes du niébé

• C. Ij.lld~llIl1t1Jja.lll1ll1 <$ace. &: MagnJ Br. & cav. agent
responsable de l'Anthracnose du niébé qu'on trouve dans les régions à
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forte pluviom~trie comme le SUd du Nig~ria (ONESIROSAN et BARKER,
197 O.

• C. c6psici signalé pour la PremîMe fois en Afrique <Nigéria)
par WILLIAMS (1975) est également responsable d'un type d'antbracnose
dans les régions de savane.

L'Anthracnose due au C. li.lld".IIIutlJi6.1lll.lll est
essentiellement une maladie des tiges alors que celle due au C. c6psici
attaque en plus des tiges, les fleurs, les gousses et les graines. D'où
l'appellation par certains auteurs (WILLIAMS, EMECHEBE, SINGH, ALLEN)
de -aa1aclie 4es taches bnules- dans le <:as de C. c6p6Jci pour la
dUférencier de la Première. Apartir de 1977, la maladie des taches brunes
a Pris de l'importance dans toute la zone Nord du Nigeria (région de savane
soudanienne) qui représente 80 à 90 1 des aires de Production du pays
ŒMECHEBE, 1981).

Au Burkina Faso, le Programme National pour l'Am~üoration du
ni~bé qui a été créé en 1978 n'a cessé de signaler la Présence de la maladie
dans le pays depuis cette date. En 198 l, il a ~té décid~ d'incorporer la
recherche à la résitance vari~ta1e de la maladie dans les Programmes de
recherche (Rapport annuel, 198 O. Les travaux d'EMECHEBE (1981)
d'ALLEN "t 61.~ (1980 font ressortir l'importance que revêt cette maladie
au Burkina Faso et au Nigeria.

b) Systématique et description du pathogène

C()llet()uicllll.lll c6psici (SydJ Butler et Bisby comme la
plupart des agents responsables des Anthracnoses est un champignon dont
la forme conidienne permet de le classer dans l'ordre des M~lanconia1es.

Le pathogène de la maladie des taches brunes du ni~bé a ~té

identifi~ par le Commonwealth Mycologica1 Institute (EMECHEBE, 1981)
comme étant le C. C6p6ici. On le rencontre sur les hôtes comme le
piment, la tomate, l'aubergine (LING et LIN, 1946 ;ROGER, 1953; SMITH et
CROSSAN, 1958; CHI-eHANG CHEN etHUN-YING HSU, 19(8) sur lesquels il
provoque la pourriture des fruits mûrs. Sur le poids d'Angole et le Jute
($OMAN1 "t 6L, 1975, 1976) il est responsable de la brÛlure des
plantules, du chancre des tiges et de leur mOlt. On le trouve aussi sur la
canne à sucre (SINGH "t 61, 1974), le coton (CHOPRA "t 61.~ 1975), le
soja (ROY, 1982).

Les acervu1es du champignon de forme arrondie ou a11ong~

ont un diamètre variant entre 110Jl et 350Jl.
Les soies brun-noir (76 à 193 x 4,5 à 7,0 JI) ont 2 à 5 divisions

et ont une cellule terminale lanœol~ (largeur de l'apex 2,5 à 3,3J1) et une
cellule basale qui est plutôt légèrement renflée (largeur de 6,9 à 1O,3.u) ou
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ayant le même diamètre que les cellules centrales.
Les conidophores (8,5 à 17,3 x 3,0 à 4,0 Ji) sont cylindriques et

hyalins, les conidies (2 1 à 31 x 3,5 à 4,5 Ji) sont hyalines, légèrement
lancéolées (largeur à la baS€' de 1,7 à 2,5 Ji), unicellulaires et le plus
souvent falciformes mais occasionnellement droites. La masse conidienne
en culture sur PDA est initialement de couleur crème, elle devient par la
suite rosée.

c ) Symptômes de la 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 symptômes diffèrent de ceux dus au MII&fiJplJiJ./DiDII

plJlISeiJjiDII qui donne une coloration griS€' aux graines. attaquées
(EMECHEBE et Mc DONALD., 1979). OCcasionnellement les S€'mences
affectées par C. &lIpsi&i sont grises à noires et ceci est dû à la formation
d'acervules. Les travaux d'EMECHEBE (1981) montrent que les graines
sévèrement attaquées n'arrivent pas à germer. Les plantules provenant des
graines faiblement contaminées meurent, soit avant ,soit quelques jours
après la levée, à la suite de la formation d'une lésion 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 à ce niveau causant le flétrissement et la mort de la plante.
D'autres lésions 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 symptômes sur feuilles sont rares. On observe souvent une
d~oloration brun-noir du pétiole et des nervures.

La formation de taches brunes sur tout l'appareil floral conduit
à une perte totale de productivité des gouSS€'s. Une attaque partielle
entraîne la déformation, le ratatinement et la momification des gousses
immatures. Sur les gousses sèches, en conditions humides au champ, le
champignon sporule pour produire une lésion avec alternance de bandes
brunes et noires (les noires étant dues à la formation d'acervules). C'est la
phase la plus propice au diagnosti<: de la maladie (EMECHEBE, 1981).
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d) - Transmission de la maladie et moyens de lutte

Selon les travaux d'EMECHEBE et Mc OONALD (1979) et
d'EMECHEBE (19ô 1). le pathogène contamine les semences de niébé qui
transmettent alors la maladie à la génération suivan~ comme dans le cas
du piment (GROVER et BANSAL, 1970). du coton (CHOPRA ~t al., 1975), du
soja (ROY, 19ô2). Ces graines contaminées produisent l'infection primaire
sur plantules au niveau du sol à partir de laquelle l'infection secondaire
s'étend par projection des gouttes de pluie. Les infections primaires jouent
donc un rôle important dans la propagation de la maladie au champ. Il est à
signaler que les graines contaminées par C. capsici subissent au cours de
leur conservation des transformations biochimiques importantes marqu~
essentiellement par une augmentation de la quantité en acides gras libres,
une augmentation en sucres réducteurs et une diminution en protéines,
(CHARYA et REDDY, 19ô 1) 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 façon claire que le semis de graines saines
indemnes du pathogène constitue une des méthodes de lutte les plus
efficaces et c€'Ci en raison du rôle important joué par les infections
primaires dans la propagation de la maladie. .

L'élimination des débris végétaux est une pratique nécessaire.
CHOWDHURY (1957) a montré sur le piment le rôle important que jouent
C~ débris dans la propagation dans l'air des conidies de C. capsici..

L'uWisation des fongicides comme le Ferbame <Dimethyldithio­
carbama~ ferrique). le Captane (groupe des Phtalimides) et le Dithane
(Dithiocarbama~ de mangan~) en pulvérisations donne de bons résultats
(EMECHEBE, 19ô O. Mais ce moyen n'est pas à la po~ des paysans
africains. Parmi les moyens de lutte chimique, le traitement des semences
parait être une voie plus facile à mettre en œuvre.

ALLEN ~t 111. (t 980 Par la mise en place d'essais
internationaux contre les maladies du niébé, ~s conçus sur le même
dispositif que WI LLIAMS (1977) ont aussi réussi à identifier quelques
variétés de niébé résistantes à la maladie des taches brunes.

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

L'attaque d'une plan~ par un parasi~ aboutit soit au
développement du parasite, soit à l'arrêt 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 :
#les moyens préformés existant dans les plantes saines et dus à

la présence de structures physiques et/ou de molécules préform*s
(CAMPBELL et al.~ 19ôO, AKAI et FUKUTOMI, 19ôO)

#les moyens dynamiques qui se déclenchent dans la plante
après l'arriv* du pathogène et comportent une ~rie de réactions qui vont
empêcher le développement du parasite (BECKMAN 19ôO, CRUICKSHANK,
19ôO).

La réaction hypersensible (RH) est l'une des manifestations les
plus typiques de la résitanœ des plantes aux maladies. Elle se caractérise
chez la plante par la formation de nécroses cellulaires précoces aux points
de pénétration dans les tissus (MESSIAEN, 19ôI). L'arrêt de la croissance du
parasite fait suite à l'infection qui déclenche dans la plante des réactions
cytologiques et biochimiques inhibant son développement (BECKMAN
19ôO,CRUICK~, 19ôO)

Plusieurs auteurs se sont intéressés à la RH pour étudier la
nature des nouvelles molécules formé-es dans les cellules des plant.€'s
présentant ce type de résistance.

B 1 - Mise en évidence de protéines nouvelles

Déjà en 1961 ROSS suggère que la résistance d'un cultivar de
tabac face à une infection par le VMT serait due à 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 hôte-parasites date des Premiers
travaux de GIANINAZZI et al. (1969 et 1970) et de VAN LOON et VAN
KAMMEN (970). Lors de la RH observée avec la variété samsun NN de
NicotiDia t6baco./D infectée par le VMT, GIANINAZZI et VALLEE
(1969) constatent que l'arrêt de la réplication virale n'est pas dû à une
barrière de cellules mortes car il existe du virus biologiquement actif dans
les cellules vivantes situées au delà de la nécrose. Cet arrêt est dû à une
autre barrière qui rend ces cellules incapables de répondre complètement à
l'information génétique que possède l'acide ribonucléique viral. Une
élévation de la température de 20 à 300 C levant cette incapacité, ils
pensent à la mise en jeu de substances protéiques. Utilisant par la suite la
technique d'électrophorèse en gel de polyacrylamide, GIANINAZZI et al
(1970) et VAN LOON et VAN KAMMEN (1970) ont mis en évidence
l'apparition de nouvelles protéines lors de la RH observ* avec la variété
samsun NN de Nicotiaia tabaco./D infecté-€' par le VMT. Ces nouvelles
molécules sont observées dâns les fractions Protéiques solubles et stables
en milieu acide, extraites des feuilles de la plante.
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BARKER en 1975 démontre que ces nouvelles mo1éeu1es
n'apparai~nt pas seu1ement lors de la RH mais font partie des
constituants normaux de la cellu1e. VAN LOON (1976) conteste les
conclusions de BARKER par une étude approfondie des
e1ectrophorégrammes en réaffirmant que les nouvelles protéines ne se
trouvent pas dans les plantes saines.

FRASER en 1981 sou1ève à nouveau ce problème 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 lésions virales sont
plus petites sur feuilles âgées que sur feuilles jeunes.

B 2 - Nomenclature des protéines nouvelles

Elle varie beaucoup selon les auteurs. GIANINAZlI et al.
(1970) observent l'apparition de 4 bandes protéiques supplémentaires
dans un ftxU'aït des f~ui11es d~ tabac cv. z • .sUi. ne. par rappo~ à un
~xtrait œmoin non inoculé au VMT. 118 ap~l1ent ces bandes b 1, b2, b3 et
b4. VAN LOON et VAN KAMMEN (1970) déterminent également 4 bandes
protéiques nouv~l1es par séparation ~n g~l d'~lectropborèse d'une solution
protéique des feuilles de tabac cv. SamSll.llet Samsu.IlNn, infectées par
1~ VMT. Ces com~ sont notés 1, II, III ~t IV correspondant
respectivement à b4,b3,b2 et b 1.

ANTONIW et al., (1980) ont proposé de remplacer les noms
initiaux de ces protéines par le terme général de protéines 1>.R."
("Pathogene'5is Re1ated proteins"). L'unanimité n'a pas encore été faite
autour de cette nomenclature et KASSANI S (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 VEnIE, (1984).

B 3 - Rôle 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 être spécifique de son état de
résistance. Il a fallu, dans un premier temps, montrer que ces composés
nouveaux ne sont pas des produits de dégradation s'accumu1ant dans les
plantes à la suite de processus nécrotiques déclenchés par la RH. Cette
hypothèse- a été écartée à la suite des travaux de KASSANIS et WHITE
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(1974) ~t d~ GIANINAZlI ~t MARTIN{ 1975). Ces 2 équipes montrèr~nt qu~

l'utilisation d~ l'actinomyctn~ D (inhibiteur d~ la transcription) supprimait
l'apparition des nouv~l1es protéines. D'autr~ part, GIANINAZZI ~t KASSANIS
(1974) signa1~nt que l'inje-ction dans des f~ui11es d~ tabac sain~s d'acid~

polyacryliqu~ non ~ul~m~nt stimul~ la production d~ 3 des 4 bandes
protéiques nouv~lles mais aussi induit la résistanc~ à l'infe-ction par le
VMT. La production d~ protéines b diminu~ rapid~m~nt ~t la multiplication
vira1~ r~pr~nd lorsqu'un~ plante ayant produit des protéines b à la suite
d'un~ RH est transfér~ à 32° C (GIANINAZZI 1970). ARL (983) montr~

qu~ des tabacs sensibles gr~ffés sur des plantes inoculées hypersensibles
au VMT synthéti~nt l~urs propres protéines sous l'~ff~t d'un stimulus
(messag~r chimiqu~) produit par les f~uilles inoculées.

En 1983, AHL conclut qu~ la production d~ protéines b n'est pas
spécifiqu~ vis à vis du pathogèn~. En ~ff~t plusi~urs auteurs ont montré
qu~ les J)l"ottines b apparaissent lors d~ la RH aux virus (GIANINAZlI et
al. 1970 ; VAN LOON ~t VAN KAMMEN 1970 ; VAN LOON 1975); TAS ~t

PETERS 1977 ; courrs 1978t aux bactéries (AHL et al. 1981) .~t aux
champignons (GIANINAZZI et al. 1980; ANDEBRAHN et a1... 1980 , DE
WIn ~t BAKKER 1980). C~tte liste fut étendu~ à un nématod~ provoquant
des lésions nécrotiques locales (ApAe1e.llcAoides rilzemabosi après
les travaux d~ AHL (1983).

Toutes ces différentes obs~rvations li~nt donc la pr€-senc~ ou
l'apparition des protiénes PR dans un tissu ave-c la résistanc~ aux ag~nts

pathogènes ~t d~ mêm~ l'abs€'nc~ ou la disparition des protéines PR av€'(;
un~ absenc~ ou un~ perte d~ la résistanc~.

Bi~n qu~ associées à la manifestation d~ la résistance par
hyper~nsibi1ité, les protéines PR ne ~mbl~nt pas capables d'induir~ cette
résistanc~. En ~ff~t KASSANIS et al... 1974 constatent qu~ des tabacs sains
traités par un ~xtrait d~ tabac contenant ces protéines n~ d~vienn~nt pas
résistants à l'infection vira1~.

Les travaux d~ AHL (1983) basés sur les aspects moléculaires ~t

génétiques d~ la RH résum~nt assez bi~n les hypothèses actu~l1es sur 1~

rôl~ possib1~ des protéines PR. La pr~mièr~ conc~n~ l'implication d~ ces
composés dans un mécanism~ d~ résistanc~ aspécifiqu~ c'est-à-<Jir~

déc1~nché par des virus, des bactéries, des champignons ou induit par des
produits chimiques ~t s'~x~rçant indépendamm~nt de l'ag~nt inducteur
contr~ les 3 types d~ pathogènes. La d~uxième hypothèse est l~ur rô1~ plus
spécifque d~ résistance contre les virus ~n ~ntrant ~n compétition avec la
multiplication vira1~. Ceci n'est pas a priori incompatib1~avec l~ fait que
les protéines PR apparaissent éga1~m~nt lors de RH à des bactéries ou à des
champignons, ou après infection par un nématod~ foliair~. En réponse à
l'attaqu~ d~ parasites, un grand nombr~ d~ modifications intervienn~nt
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dans la plante. Certaines de ces modifications pourraient intervenir
dire<:tement contre le pathogène présent, et les autres être mises -en
réserve- pour le cas ou d'autres pathogènes arriveraient Par la suite. On
sait Par exemple que lors de la RH aux virus, les Kic"tiasa tabacll.lll et
le K. gllltis"sa accumulent les phytoalexines qui n'ont pas d'action
antivirale (MANSFIELD 1(82). Pourquoi donc les plantes n'accumuleraient­
eUes pas des protéines PR sans action antifongique après infe<:tion Par un
champignon ?

B4 - Synthèse des protéines PR

L'utilisation de l'actinomycine D inhibe l'apparition des
protéines PR (KASSANIS et WHITE 1974 ; GIANINAZlI 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 à la suite de processus nécrotiques. Compte
tenu de ta propriété inhibitrice de ta synthèse d'ARN messager propre à
l'actinomycine D, on en conclut donc que la synthèse des protéines PR doit
être sous la dépendance d'un code génétique porté par l'ADN. Ceci est
confirmé plus tard par ARL et al ( 1982) qui proposent l'uWisation de ces
protéines comme marqueurs génétiques de résistance. En effet, des
croisements interspécifiques de certaines es~es de Kic"tia.IJa ont
montré que les déterminants des protéines PR sont transmis sexuellement.
Les hybrides possèdent la somme des protéines de leurs parents.

CARR et al ( 1982) montrent la présence d'ARNm des protéines
PR dans les Kic"tias8 tabacll.lll var. z8stlli sains, bien que ces
protéines n'aient pas été révélées dans les mêmes plantes. Ceci montre que
le contrôle de la synthèse des protéines PR s'effe<:tue au niveau de la
traduction et non de la transcription comme le montraient KASSANI S et
WHITE (1974) et GIANINAZlI et MARTIN (1915).

ARL (1983) pose la question de savoir pourquoi les ARNm des
protéines PR sont traduits lors de la RH ou après 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 al (1982) et 1bypothèse avancée par
GIANINAZZI (t 970 et 1982) répondent à cette question. En effet, CARR et
al 1982 suggèrent que les ARNm des protéines PR sont présents soit dans
le noyau, soit dans le cytoplasme sous forme de complexe protéines ­
acides ribunuc1éiques et donc non disponibles pour la traduction. Lors de la
RH après traitement par divers inducteurs, ces ARNm seraient alors libérés
puis traduits. GIANINAZZI (t 970, 1982) pen~ que les protéines PR sont
des analogues de l'interteron, une glycoprotéine qui apparait dans les
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cellules animales après infection virale et qui confère à l'organisme un état
antiviral.

B-5 - caractéristiques biochimiques et sérologiques des protéines P.R.

Plusieurs auteurs se sont intéressés à la purüication et à la
caractérisation des protéines PR obtenues dans les interactions tabac­
virus. GIANINA72I ~t al. (1977). ANTONIW ~t a1_.I' 1980, AHL 1983,
montrent que les bandes b 1, 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 à 14200
daltons.

GIANINAZlI ~t al. (1977) par extraction préférentielle à pH
2,8 ont suggéré que bl, b2 et b3 seraient composées du même monomère
de poids moléculaire voisin de 16000 alors que la bande b4 serait
composée d'un monomère de poids moléculaire 29500. Les bandes b2 et b3
seraient des dimères et trimères de b 1.

ANTON1W et PIERPOINT (1978). utilisant la cbromatogràphie
sur gel et l'absorption sur DEAE cellulose pour la purüication, estiment le
poids moléculaire de b 1à 15000.

En 1980, ANTONIW ~t al précisent que les bandes bl, b2 et
b3 sont constitu~ d'un simple polypeptide, d'un poids moléculaire
similaire d'environ 14200, la même composition en acides aminés, des
propriétés sérologiques identiques mais ont des charges dÜférentes.
Les protéines PR, b, PS; mises en évidence avec les couples tabac-virus et
haricot-virus sont en outre résistantes à la digestion enzymatique par les
peptidases (PIERPOINT, 1983; ARL, 1983; REOOLFI etCATISANI, 1984).

C- UTILISATION DE L'IMMUNOLOGIE EN PATHOLOGIE VEGETALE

L'immunologie ou science de la défense de l'organisme consiste
en l'étude des moyens de la reconnaissance et de la neutralisation des
substances ou corps étrangers. La réaction immunitaire des animaux à sang
chaud est hautement spécifique. En effet, l'animal est capable d'activer
pour chaque substance étrangère qui le pénètre, des cellules hautement
spécüiques ayant pour rôle la défense de l'organisme. Deux types de
réactions sont rencontrées en immunologie : la réaction humorale par
anticorps circulants et la réaction cellulaire souvent révélée par
lbypersensibilité retardée témoignant de l'activité des lymphocytes T.



15

C.l. - Réaction immunitaire par anticorps circulant (ou réaction humorale)

Lorsqu'on injecte à un animal desmacromolécu1es étrangères
(antigènes), il fabrique des anticorps (produits par les lymphocytes B),
spécifiques de l'antigène, qui, lorsqu'ils sont à nouveau mis en présence de
la substance, la reconnaissent puis l'agglutinent ou participent à sa
destruction. L'antigène se caractérise dans la majorité des cas par deux
parties. L'une d'elles, le déterminant antigènique ou haptène intervient
dans la spécificité antigènique des anticorps grâce à une reconnaissance de
type stérique. Cette propriété a permis de résoudre certains problèmes de
taxonomie en pathologie végétale grace à l'utilisation d'antiserums
spécifiques. L'existence de communautés antigèniques très importantes au
niveau des champignons entrainant des réactions croisées ou hétérologues,
(un anticorps réagit avec un autre antigène que celui qui a induit sa
formation) (DOUBLY ~t II/ 1960 ; SCHNATHORST et DE VAY 19(3),
constitue un facteur limitant dans l'utilisation de la sérologie en mycologie.

Plusieurs méthodes ont été proposées pour résoudre le
problème de la grande complexité antigènique des champignons lors de
l'utilisation de la sérologie. Ainsi on peut employer comme immunogènes
des fractions particulières intervenant dans l'expression du pouvoir
pathogène, par exemple:

• des toxines, enzymes ou autres métabolites produits
spécifiquement par le chamPignon.

• ou certains organes tels que les pycniospores (HINGAND
~t 11/..1' 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) après avoir Produit du sérum par
immunisation de laPins avec les antigènes mycéliens de FDsllriD6Iréussit
à séparer par la technique d'immunodiffusion les espèces suivantes: F.
()ZTSP"rD6I.I' F. 61().IIi/if()r6l~ ~t F. 9"/II.11i

• MORTON et DUKES (1966) par cette même technique vont
jusqu'à séparer les races 1et 2 de F. ()ZTSp()rD6I f. sp. /,p()p~rsiei.

Auparavant, cette différence ne pouvait être mise en évidence que par des
inoculations en ~re de variétés appropriées de tomate comme le
soulignent certains auteurs (RAYNAl, 1983). Mais ce processus demeure
long, laborieux et sujet à des variations dépendant de la concentration de
l'inoculum, 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 FDsllriD.lII les f. sp. DdDm.l'
vIIsi.llf~ctD.lII ~t eic~ri de F. ()ZTSp"rD.lII. Ces deux auteurs avaient
auparavant en 1975 établi la spécificité des 2 premiers pathogènes dans
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des études de pathogénicité.
# Recherches sur la sérologie des C"ll~tri~lJu.lll.

En 1967, HEGDE ~t al. produisant du sérum avec les antigènes
mycéliens de 2 races physiologiques de C. li.llde.JIIlltlJi8L11l.lll
réussissent à différencier ces races. Ils montrèrent aussi les relations
antigèniques très étroites entre C. li.d~.IIlBt1Ji8.l1B.JII et les 5 espèces
suivantes de Ct)ll~t"triclJlI" : C. 8tr8.111eDÜÜll.lll.l' c. ~8p5i~i.l'

C. ~lIrvat• .III.I' C. fal~atll" ~t C. l/tHHJs~rit)ide5-
En outre, par des tests d'agglutinations sur lamelle avec les

sérums des 2 races et 16 variétés de haricot, ils montrèrent l'existence
d'une corrélation négative entre t'étendue de t'agglutination et la
résistance. Les variétés immunes ne présentent aucune agglutination. Cette
observation concorde avec la théorie de WARD et STOESSL (1976) qui
définissent la résistance comme étant le fait d'une absence de récepteurs
spécifiques à un pathogène donné et la maladie comme étant, au contraire,
due à une rencontre entre un récepteur spécifique et un déterminant du
pathogène.SOMSIRI JEWSKUM et al. (1978) différencient aussi par la
sérologie C. ~apsid ~t C pip~r8tlllll tous deux agents respon~bles

de l'anthracnose du piment
Une observation s'impose néanmoins à 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 antig~es communs. Plusieurs auteurs (OOUBLY
~t a~ 1960; SCHNATHORST et DE VAY, 1963; WIMALAJEEWA et DE VAY,
1971 ; CARROLL et LUKEZIC, 1972 ; CHARUDATIAN et DE VAY, 1972) ont
mis en évidence par l'utilisation de la technique d'immunodiffusion
t'existence d'antig~es communs dans différents cas de couples
hôte-pathog~es. CARROLL ~t a/ (1972) n'ont pas réussi à obtenir des
résultats identiques entre différentes variétés de Luzerne (M~di~a8"

s8üva)et des souches virulentes et avirulentes de C"rT.lIebact~riu.IIJ

iLlSidit)sl1.IIJ, Bien que les méthodes d'extraction des antigènes et de la
diffusion en gel soient différentes de celles des auteurs cités, les résultats
de CAROLL ~t al. (1972) r~t fiables car d'autres auteurs (URITANI et
STAHMANN, 19(1) avaient auparavant établi la pr~ce d'antigènes
communs entre la patate douce et son agent resPonSable de la pourriture
noire, en utilisant la même méthodologie.

C.2. - Réaction immunitaire par hypersensibilité retardée

La réaction immunitaire par hypersensibilité retardée
correspond à l'immunité à médiation œllulaire. EUe se manifeste chez
l'animal immunisé par l'apparition d'une réactivité spécifique vis à vis de
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l'antigène due aux lymphocytes T, fabriqués par le thymus, qui se
déplacent vers les organes lymphoides seoondaires que sont les ganglions
lymphatiques. Lorsque les lymphocytes T rencontrent l'antigène 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 l'antigène, secrètent des substances spédfiques
à l'origine de la réaction hypersensible.

La spédficité dans l'immunité à médiation cellulaire serait
basée sur le déterminant transporteur de l'antigène, de nature Protéique et
responsable du pouvoir immunogènique (BENACERRAF, 1961) plutôt que
sur la partie haptène. Cette spécificité étant maintenue lors de la
dénaturation des Protéines correspondrait à la séquence des acides aminés
plutôt qu'à des aspeds 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
antigènes fongiques et des hôtes.

Conclusion dt lïtude bib1i2g[JRlû.~

De l'étude bibliographique que nous venons de Présenter nous
retiendrons la mise en évidence des Protéines nouvelles dans les
interactions hôte-parasites. La plupart des travaux montrent que ces
Protéines accompagnent la manifestation de la réaction de résistance, mais
ne sont pas capables d'induire cette résistance. cependant, même dans le
cas d'une réponse de maladie à lésions autolimitées, on peut penser que
c'est le volet résistance de la plante qui est tardivement activé.

Le rôle des Protéines nouvelles n'a pas encore été déterminé de
manière Précise. AHL(963) leur confère dans 2 hypothèses différentes
une implication dans un mécanisme de résistance asPécifique (Première
hypothèse) ou un rÔle plus spécifique de résistance contre les virus
(deuxième hypothèse). Les Premiers résultats du laboratoire obtenus sur le
couple féverole-6()trTti9 (VEnlE, 1964) semblent indiquer que les
Protéines nouvelles interviendraient Probablement dans les mécanismes de
reconnaissance entre 1bôte et le pathogène.

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

Par ailleurs, dans le cadre de l'étude des relations
hôte-pathogènes, nous chercherons à améliorer les connaissances sur les
Protéines PR dans l'interaction niébé -C()JJet()tric1J1Ull.
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A - MATERIEL BIOlOGlOUE

A-1 - La Plante

Neuf variétés de niébé ont été utilisées au cours des différentes
expériences de ce travail. leur choix tient au fait qu'elles présentent de
bonnes caractéristiques agronomiques au BURKINA FASO, notamment des
rendements potentiels assez élevés. le comportement de ces variétés face à
la maladie des taches brunes sous des conditions favorables à la
manifestation de la maladie demeure inconnu.

U5te des variétés et leur origine :
Suvita-2 ou locale Gorom :BURKINA FASO
KN-l ou locale Kamboinsé :BURKINA FASO
IAR-4ô :NIGERIA
Vita-4 :NIGERIA
TVU 2027-1-11 :NIGERIA
Mougne : SENEGAl
KVI-30-351-3K d'une part, et TVX 3236, TVX 1999-0 IF d'autre

part, sont des croisements effectués respectivement par l'I1TAIBURKINA
FASO et l'lITA Ibadan (NIGERIA)

A-2 - Les patbogènes :

les souches de Colletolricbum impliquées dans la
manifestation de la maladie des taches brunes de niébéproviennent
d'isolements issus de graines et de tiges malades :

- C.20 17 :graines de niébé
- C.T.N. : tiges de niébé

Nous avons utilisé des souches de C. cllpsici provenant d'autres hôtes
comme le pois d'Angole (ClljllDus ClljllD) et le piment (Cllpsicum
fruusceDs)

- CF.A. : tiges malades de pois d'Angole
- P2, P3 :feuilles malades de Piment

D'autres espèces de Colletolricbum ont été utilisées. Elles.oous ont été
fournies par M. RAYNAL de l'I.NA. Paris-Grignon :

- C. lrifoli C.2ô.s }isolées
- C. deslructivum } de la luzerne

- C. gossTpii
- C. iDdicum

}isolées
}sur les capsules du cotonnier
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- C. Jj.lld~Jlllltbj6.11'1lJII } isolées sur haricot

B - CONDITIONS DE CULTURE

B-l - Plantes en serre

Les graines sont semées dans des bacs plastiques (13 x 13 cm)
contenant un mélange de tourbe et de vermicu1ite (2 volumes de tourbe
pour 1 de vermiculite). Après leur germination, le développement des
plantes a lieu dans la serre (~iode d'été) ou dans les mini-serres (reste de
l'année). Les plantes sont utilisées après la formation des premières feuilles
trifoliolées qui intervient 3 à 4 semaines après le semis.

B-2 - Plantes au champ

• Les variétés utilisées dans l'étude de la résistance variétale à
la maladie des taches brunes ont été semées après labour durant la
campagne agricole de 1983- Des parcelles élémentaires constituées de 2
lignes de 4 mètres de long ont été utilisées par variété en 2 répétitions.
Une ligne intercalaire dite 1igne infestante- a été laissée pour 2 lignes
expérimentales. Une variété sensible à la maladie a été semée sur ces
1ignes infestantes- 2 semaines avant le semis des variétés à expérimenter
pour favoriser le démarrage de l'infection (ALLEN et 6J.~ 1(81).

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

• L'essai préliminaire avec le Peltar (Manèbe + Thiophanate
-Méthyl) dans la lutte contre la maladie des taches brunes du niébé a été
conduit avec le même dispositif de contamination artificielle que
l'expérience ci-dessus. Quatre lignes par traitement ont été utilisées avec
une 1igne infestante- toutes les cinquièmes lignes.

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

B-3 - Les pathogènes

Les souches de Cl'JJetl'uicllIlJII capsici sont cultivées en
boite de Pétri sur le milieu minimal défini, mis au point par BIHARI (1977).
Ce milieu permet d'obtenir à la fois une bonne croissance et une bonne
sporulation du champignon. Nous avons également utilisé le milieu PDA.
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Les souches de C. capsici ont été maintenues à la
température de 300 Cqui nous a donné les meilleurs développements par
rapport à d'autres températures (15. 20. 25. et 35° C-l

,c - APPORT D'INOCULUM ET NOTATION DES SYMPTOMES

C-l - Pour les études au laboratoire. nous avons utilisé la
pulvérisation sur plante entière. Les suspensions de spores employées
proviennent des cultures de 7 à 10 jours et les doses uti1i~ sont de
l'ordre de lOs sPores par ml d'eau distillée.

Une fois les plantes contaminées par pulvérisation. nous les
plaçons pendant 7 jours en atmosphère humide sous une housse en
polyéthylène transparent ou dans des mini-serres que nous avons
spécialemènt aménagées. Les notations sont effectuées en 2 fois. 7 et 14
jours après 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 sYmptômes de la maladie en un temps plus réduit. Ce
phénomène a été constaté avec le couple LU2.eme-CDJJ~tDtridJlI.IIl

trifDJii (RAYNAL. 19ô3). Nous avons noté comme EMECHEBE (19ô 1) que
les premiers symptômes apparaissent 3 à 5 jours après inoculation.

-Auchamp

La transmission de la maladie se faisant par les graines
(EMECHEBE. 19ô 1) nous avons semé 2 semaines avant les variétés à
expérimenter des graines contaminées de la !VU 2027.1.11 qui est une
variété très sensible à 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 symptômes

L'échelle de notation utilisée pour les études au laboratoire
prend en compte uniquement les symptômes sur tiges et s'inspire de celle
utilisée par l'URRI (1975) (Institut International de Recherche sur le riZ)
dans l'évaluation de la pyricu1ariose du riZ. Cette échelle s'inspire
également de celles utilisées par d'autres auteurs dans les études de
comparaison des réponses des couples hôte -CDJJettJuicllum
(BANNEROT. 1965; RAYNAL. 1977).
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Les 5classes d~ c~tte édl~ll~ sont:
1 :Aucun symptôm~ sur les tiges
2 :Petités taches d~ couleur grise sur les tiges
3: Taches coalescentes sur les tiges
4 : Taches coalescentés avec présence d'aœrvules sur les tiges

mais plantés non mortes
5 :Tiges flétries, plantés mortes

Cinq classes caractérisent également les symptômes sur les
plantes au champ et l'évaluation a 1i~u au mom~nt d~ la maturité des
gousses. L'édlell~ utilisée est œll~~ au point par ALLEN ..t al (1961)
et utilisée par plusieurs auteurs :

1: Aucun sYmptôme sur les plantes
2 : Légers symptômes localisés soit à la base de la tige, soit au

sommet des pétioles
3 : Présenc~ de symptômes modérés, de taches brunes sur les

tiges, les n~rvures 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 symptômes ou indice moyen de la maladie est

calculée dans les 2 cas par la formule suivante:

1• Eni avec i • note des symptômes
Ini ni =nombre de plantes de note i

Une transformation angulaire (Arcsinus) des indices moyens de la maladie
est faite avant d'effectuer les analyses de varianc~ sur ces données (DANG
et 6J_~ 1963).

D - EXTRACTION DES PROTEINES SOLUBLES

D- 1 - Diffusats des plantes

Les protéines extracellulaires des feuilles témoins ou inf~
sont ~xtraites par infiltration sous vide d'une solution satine de NaO à 05M
sUivant une métbode inspirée de celle de KEEN (1976). Une centrifugation
sur grille à 5 000 tours/mn pendant 20 minutes (KLEMENT, 1965) permet
d~ recueillir ainsi l~ diffusat.

Les protéines contenues dans les diffusats sont préciPitées à
l'actd~ Trichloroacétique (TCA) à 10 :1 à la température de la glace fondante
(30 mn) (HAMES, 1961). A chaque précipitation, 3 à 5 ml de diffusats de
plantés traitées ou témoins sont utilisés c~ qui correspond à 10-20
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plantes. Après centrüugation à 6 000 tours/min, pendant 15 min, le
précipité obtenu, contenant les protéines est lavé 3 fois par un mélange
d'ethanol~ther (V à V) pour éliminer toute trace d'acide. L'ethanol~ther

est lui-même éliminé en maintenant le précipité au bain-Marie bouillant
pendant 2 minutes. Le précipité repris dans 1 ml de tampon Tris-Ha
0,0625 M pH 6,8 (ou tampon de dissolution) contenant 2 :1 de SDS, 5 1 de
2-Mercaptoéthanol, 10 1 de Glyœrol et 0,002 :1 de Bleu de bromophénol
est à nouveau chauffé pendant 3 min au bain-Marie bouillant avant d'être
utilisé en électrophorèse.

D-2 - Les filtrats de culture

Un explantat de 6 mm de diamètre provenant d'une culture de
7 à 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 à 14 jours.
Une centrüugation à 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 JI) pour le débarasser
des spores et de tout fragment de myœlium.

La précipitation des protéines contenues dans le filtrat est faite
au sulfate d'ammonium. Le culot obtenu après centrüugation pendant 5
min. à 6000 tours/min est repris dans l'eau physiologique. Après 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 à 5 minutes. La concentration
de la solution protéique ainsi obtenue est déterminée au spectro­
photomètre UV à 280 nm.

B- TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

B.l. - Electrophorèse en gels dénaturants

a) - Méthode analytique

L'électrophorèse en gel de polyacrylamide permet la séparation
des protéines suivant leurs charges et leurs poids moléculaires. Nous avons
utilisé la 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'electrophorèse préparative
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d'un gel de migration en présence de SOS et de Mercaptœthanol. Le SOS
permet une uniformisation de la charge (négative). Le mercaptoéthanol
rompt les ponts disulfures dissociant les protéines en sous-unités
polypeptidiques.

1.- Préparation des gels (voir tableau II)
Tableau II Composition des gels d'électrophorèse à 1O~ de polyacrylamide

SOLUTIONS GEL DE GEL DE
CONCENTRATION (ml) MIGRATION (ml)

Acrylamide-bisacrylamide 2,5 10
Tampon A pH 6,ô 5
Tampon B pHô,ô 3,75
S D S 10~ 0,2 0,3
Ammonium persulfate 1,5 ~ 1 1,5
Eau distillée Il,3 14,45
Temed 0,02 0,02

Acrylamide-bisacrylamide = 30g d'acrylamide et O,ôg de bisacrylamide
dans un volume total de 100 ml d'eau distillée.

Tampon A pH 6,ô : 6 g de Tris sont dissouts dans 40 ml d'eau
distillée. Le pH est ajusté à 6,ô par addition de 4ô ml d'Ha 1 M et le
volume est complété à 100 ml par addition d'eau distillée

Tampon B pH ô,ô : 36,3 g de Tris dans 4ô ml d'Ha lM et le
volume est complété à 100 ml par addition d'eau distillée

2 - Migration

L'electrophorèse a lieu en tubes (10 x 0,6 cm ou 7 x 05 cm)
avec un tampon d'électrophorèse - 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
ô,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 cm et 2 heures 30 avec
ceux de 7 cm.

3 - Révélation

Après 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'être décolorés selon la méthode de FAIRBANKS tJt al., (l97l) (voir
tableau III). Pour les gels dont la concentration en acrylamide dépasse 10:C,
nous avons évité de casser les robes pour les récupérer. En insufflant de
l'air sous pression grâce à une pompe à vide dans les robes, les gels sortent
sans se briser. Après décoloration, seules les protéines auront retenu la
coloration. Les electrophorègrammes réalisés ensuite avec un densitomètre
sur ces gels permettent l'exploitation des résultats.

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

SOLUTIONS
COLORATION DECOLORATION
Bain à 0,510 Bain à 0,05L Bain à 0,0 IL Acide aœti-
(l nuit) (6 à9h) (Inuit) que (3X3h)

Bleu de Coomassie 0,5g O,OSg
(R 250 MERCK)
Isopropanol 250rnl 100rnl
Acide acétique 100rnl 100rnl
Eau distillée 650rnl ôOOrnl

O,Olg

100rnl
900rnl

100rn1
900rn1

b) Méthode préparative

Afin de récupérer directement les bandes protéiques lors des
électrophorèses en vue de leur purification et de leur utilisation en
immunologie nous avons conçu un appareil d'électrophorèse préparative
pour plusieurs robes simultanés. Cet appareil est dérivé de celui utilisé en
électrophorèse analytique, avec le remplacement de la cuve unique,
contenant l'anode au bas des robes par des godets contenant chacun son
électrode pour chaque robe. Le remplissage des godets par le tampon de
migration se fait par un système de vases communicants. Deux ml de
tampon sont introduits dans chaque godet grâce à une pompe péristaltique
commandée de manière temporiséelVoir figure 2l,

Le retrait des fractions protéiques commence lorsque le bleu
marqueur de la migration se trouve au bas du robe presqu'en contact avec
le tampon. Le recueil des fractions protéiques est réalisé grâce à un
collecteur de fractions multiples simultané que nous avons mis au point. A
la fin de l'électophorèse, les équivalents protéiques de chaque fraction sont
déterminés au sPectrophotomètre UV à 2ôO Dm. La courbe d'étalonnage a
été faite part rapport à une gamme de concentrations de lysosyme.
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E.2. Filtration sur gel de Séphadex

Pour séparer selon le poids molé<;u1aire les protéines contenues
dans les bandes d'éle<;trophorèse des filtrats de champignons et des
diffusats de plantes re<;ueilliees selon la méthode préparative
d'éle<;trophorèse, nous avons procédé au tamisage molé<;u1aire de ces
fractions protéiques sur gel d'agarose. La fitJration des extraits protéiques
sur une colonne de 5ephadex appropriée permet le fractionnement des
molé<;ules de ces extraits selon leur volume et leur masse molé<;ulaire qui
détermine la vitesse de migration dans la colonne.

Les grosses molé<;ules ne pénètrent jamais dans les pores du gel
et traversent plus raPidement le support chromatographique. Les plus
petites y pénètrent au contraire et se déplacent alors lentement

A chaque gel correspond un domaine de fractionnement dont
l'intervalle de masse molé<;ulaire correspond à sa zone de séparation.

Après concentration au Rotavapor Buchi, les fractions re<;ueillies
par éle<;trophorèse sont introduites dans une colonne de Séphadex G.75.

Cette colonne équilibrée dans de l'eau distillée contenant du SOS
à 1 ~ et du NaN3 à 0,02 ~, permet la séparation des protéines dont les
masses molé<;ulaires se situent entre 6 000 et 40 000 daltons.

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

F - METHODES IMMUNOLOGIQUES Fr SEROLOGIQUES

Fol. - Lbypersensibilité retardée chez la souris

L'introduction d'un antigène dans un animal provoque au sein
de cet animal un ensemble de réactions immunitaires qui sont soient
cellulaires, soient humorales. Les réactions cellulaires correspondent à
l'activation des lymphocytes T spécifiques de l'antigène 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'antigène et produisent une inflammation. Cette inflammation est
maximale 24 heures après ce Se<;ond contact d'où le nom dbypersensibilité
retardée.

Nous avons utilisé cette réponse sur des souris pour l'étude de
la spécificité des protéines des plantes et des chamPignons.

Les travaux de PARISH et LIEW (1972) définissent les
conditions favorisant la manifestation de la réaction dbypersensibilité
retardée :
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- immunisation avec des antigènes à 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 électrophorèse selon la méthode préparative
sont injectés quotidiennement pendant 5 jours à des souris mâles de la
lignée SWCF 30 fournies par le Centre d'élevage Janvier (ST BERTHEVIN
MAYENNE). Les injections ont lieu par la voie sous cutanée au niveau du
cou.

Dans certaines expenences, nous avons utilisé le
Cyc1ophosphamide ou Endoxan sur les souris pour augmenter la réponse
immune de ces souris. Cet antibiotique a la propriété d'inhiber la réaction
des lymphOCytes suppresseurs , améliorant ainsi l'expression de la réponse
(AllO ~t 61,1976). L'antibiotique utilisé à la dose de 50 mglkg 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 à pH 7 avant leur injection
dans les souris

b) La double immunisation

Les travaux de PARISH et LIEW (1972) montrent que certaines
doses d'antigènes entrainent la réaction de tolérance chez l'animal
immunisé. cette réaction ne signifie pas que l'animal ne reconnaît pas
l'antigène qui a servi à l'immuniser mais que cette reconnaissance se
traduit par une inhibition spécifique des réponses cellulaires 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 tolérogène d'une bande protéique donnée. Après les 5
'injections quotidiennes suivie d'une révélation d'épreuve s'avérant
négative, cet antigène est remplacé par un autre, supposé très voisin,
injecté à une dose de l'ordre de 10 à 100 fois inférieure à la première
(BARAKAT, 1985) et cette nouvelle immunisation est réalisée en 5 fois
également. Les doses seront précisées pour chaque expérience.
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F.l - La révélation

Elle a lieu 48 heures après la dernière injection immunisante,
avec les solutions protéiques des plantes ou des parasites précipitées au
TCA et reprises dans du tampon Tris-Ha 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 même quantité de tampon Tris-Ha est
injectée. Cinq souris constituent les 5 répétitions de chaque traitement.

Lbypersensibilité est évaluée 24 heures après la révélation par
la mesure du gonflement de chaque patte à raide d'un micromètre de
précision (Mitutoyo) à affichage digital. La te<:hnique qui consistait à couper
les pattes des souris pour les peser et mesurer (KITAMURA, 1980) après
les avoir sacrifiées, a été éprouvée puis abandonnée.

Les souris sont introduites dans un tube de contention de 15 cm
de long et 3 cm de diamètre ayant une ouverture latérale permettant
l'accès aux pattes postérieures en tirant sur la queue et en la maintenant le
long de la paroi externe du tube.

Nous avons utilisé le t de Student pour l'interprétation des
résultats 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 la 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 antigènes.

F-4 L'immunodiffusion

Sur certains lots de souris les sérums ont été prélevés à l'issue
des expériences. Les antigènes constitués par les précipités protéiques des
diffusats des feuilles ou des filtrats de culture des champignons dissout s
dans du tampon Tris-Ha pH 6,8 ont ainsi pu être comparés par la double
diffusion en gélose selon OUCHTERLONY (1958 l, Le milieu de diffusion,
repris chez SAYED e-t a1,( 1976>, est c<5'mposé de 2~ d'agar noble dans du
tampon phosphate O,lM pH 7,l,contenant O,02~ d' NaN3 pour prévenir les
contaminations. L'incubation est réalisée à la température du laboratoire,
les lignes de précipitation apparaissent après quelques jours
progessivement, le résultat final est enregistré après environ 2 semaines.
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IIITRODUCTIOIf

Comme son nom l'indique, cette maladie se traduit par la
formation de taches brunes sur les tiges, les gousses et les graines de nié~.

Les symptômes sur feuilles sont rares. Le pathog~e contamine les
semences qui transmetœnt alors la maladie à la g~Mation suivante. Les
premiers symptômes apparaissent sur les plantules au niveau du sol
(collet) ŒMECHEBE et Mc DONALD, 1979) et comme dans les <:as de
l'anthracnose du piment due au même pathog~e, il se développe alors sur
les plantules mortes des fructifications et des spores du champignon qui
constituent une source potentielle d'inocu1um pour la propagation de ta
maladie au champ (GROVER et BANSAL, 1970).

EMECHEBE (19& 1) montre que le semis de graines saines
pourrait constituer une méthode simple pour contrôler ta maladie et ceci en
relation avec le rôle important joué par les infections primaires dans ta
propagation.

A - CHOIX DU PELTAR

Nous avons entrepris en 1963 de vérifier si l'utilisation de
semences saines de nié~ constitue eff~tivement un des meilleurs moyens
de lutte grâce au traitement par un fongicide, de semences contaminées ou
non. Plusieurs auteurs ont montré l'efficacité de quelques fongicides sur C.
c6psiei (GROVER et BANSAL, 1970; KADU #t 6/., 1977 ; CHAUHAN et
DURAN, 1977).

Le choix du Peltar comme fongicide s'explique par son
utilisation dans la lutte contre l'anthracnose du haricot due au
C()//#t()UiClJIUII /i-Dd#.IIIBUi6-DB.III et par le fait qu'il renferme 2
matières actives (manèbe + Thiophanaœ-méthyl). Le manèbe, fongicide de
contact constime un bon moyen de 1imiw les risques d'apparition de
résistance liée à t'utilisation de Thiophanate-méthyl, fongicide systémique
devant assurer une protection durable de la planblle. Si le produit s'avérait
efficace, son utilisation à long terme entrainerait moins aisément le
phé1lom~e de résistance du pathog~e, comme c'est le cas pour plusieurs
champignons, dont plusieurs espèces de Co//etotrielJuJII (TU et Mc
NAUGHTON, 1980 ; REDDY #t 6/0' 1980. L'efficacité du Peltar a été
appréciée par une démarche qui a comporté 3étapes.

B - EFFEl DU PELTAR SUR LA CROISSANCE i-D vitro DU C. CAPSICI

Quatre doses du fongicide plus un témoin ont été utilisées pour
leurs effets sur la croissance du pathogène.
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Les quantités néœssaires d~ Peltar ont 6té introduites d~

mani~r~ sœri1~ dans l~ mili~u d~ cu1tur~ gél~ B avant d~ l~ cou1~r ~n

boîtes d~ Pétri d~ 9 cm d~ diamètr~. Un ~xplantat myœli~n d~ 6 mm d~

diam~tr~ prov~nant d'un~ cu1tur~ agée d'un~ semain~ environ estdé~
au œntr~ d~ la boîte ~t les boîtes sont mises à rétuv~ à la températur~ d~

,300 C av~ 4 répétitions par traJtem~nt (les doses utilisées ont été 0, 10,
100, 200, 500 ppm d~ m.a.) Les isolats issus du niébé C. 20 17 ~t cm ont
servi dans cette étud~. Nous avons mesuré la croissanœ radia1~ des isolats
tous les jours pendant un~ semain~.

Tabl~au IV Eff~ts du Peltar sur la croissanœ i.ll ritrt> d~ d~ux isolats d~

Ct>JJ~tt>trie1JlI.III ellpsiei sur mi1i~u gélosé B à 300c

SOUCHES TRAITEMENTS CROI SSANCE radia1~

(mm) ± IC seuil 0,05

C 2017

CTN

Témoin Oppm
10ppm

100ppm
200 ppm
500ppm

Témoin Oppm
10ppm

100ppm
200ppm
500ppm

,32 ± 252
o
o
o
o

27,75 ± 0,76
2,33 ± 1,5ô
o
o
o

Toutes les doses du produit ont un ~ff~t inhibiteur sur la
croissanc~ des 2 isolats sauf pour l'isolat cm où on note un~ tr~ faibl~

croissance à 10 ppm. Les doses 100 et 200 ppm ont été retenues pour un~
étude de l'effet du Peltar sur la germination des ~mences de niébé
contaminées par l~ C. ellpsiei.

C - EFFEl DU PELTAR SUR LA GERMINATON ilES~
CONTAMINEES PAR LE Ca C.APSICI

Plusi~urs méthodes peuv~nt êtr~ utilisées pour l~ traitem~nt

des sem~nces :
- pra1inag~
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- trempage durant un œmps :relativement court.
- imbibition des semences

Le Thïophanaœ méthyl étant un systémique, l'imbibition des semences
~mble être la voie la plus indiquée pour une meilleure activité du produit.
Nous avons adopté cette méthode.

Première elP-!ritnœ

Nous avons trempé les graines de la variété KYI-30-351-3K
totalement contaminées par le paUlogène après dissolution du Peltar dans
de l'eau. Les concentrations de 100 et 200 ppm ont été utilisées aVe( un
traitement témoin. Le semis intervient aussitôt après le trempage des
graines pendant une nuit et est réalisé dans un mélange tourbe-vermicu1ite
sans séchage préalable. Deux semaines après le semis, les résultats suivants
ont été enregistrés.

Tableau V Effet du Peltar sur la germination <W graines de niébé
contaminées par C. cllpsici

Oppm
(~)

100 ppm
(~)

200 ppm
(~)

Nombre de graines semées
Nombre de graines germées
Nombre de plantules saines

72
o
o

(100) 72
(0) 12
(0) 7

(100) 67 (100)
(17) 30 (45)
(10) 20 (30)

On remarque que le produit permet la germination d'environ la
moitié des graines fortement attaquées et que l'effet escompté est lié à la
concentration. L'effet se prolonge sur les deux tiers des plantes ayant
réussi la germinaton. On peut penser que les graines trop contaminées ont
été tuées avant la levée. cette hypoUlèse est très probable eu égard aux
symptômes qu'elles présentaient (coloration brun pourpre ou brun noir).

Nous avons repris la même expérience avec 2 variétés de niébé
présentant des états sanitaires différents. La première KYI-30-351-3K
possède des graines contaminées à 100 1 par C. cllpsici et la seconde
IAR-4& présente des Rfaines apparemment indemnes du paUlogène. L'état
sanitaire de nœsemencesa été vérifié par une analyse sanitaire. L'objectif
visé dans cette deuxième expérience par l'utilisation des. semences saines
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est de voir si le Peltar n'a pas un effet négatif sur la faculté germinative de
ces semences. QuinZe graines ont été semées par pot pour chaque
traitement avec 3répétitions par traitement

Les observations ont porté sur le nombre de plantules levées l,
2 et 3semaines après 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 ta germination et ta croissance du
niébé issu de graines contaminées ou non par C. c6psici

Variétés
Oppm

Doses de fongicide Total
100 ppm 200 ppm

---------------------------------------------------------------------------------
Semaines 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

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

KVl30351-3& 8 1 0 23 21 22 21 19 2 1 52 4 1 43

L'observation des totaux pour chaque variété permet de
constater que le maximum de plantules dans nos conditions expérimentales
est observé 2 semaines après le semis avec la variété IAR-48. Le taux de
germination à cette période est de 69,62 1 (121/135). Trois semaines après
le semis, le taux des plantules saines représente 60 J par rapport au
nombre total de graines semées (116/135).

Si on observe les résultats obtenus avec la KVX-30-351-3K, on
constate un faible pourœntage de germination à ta premi~e semaine
(52/145). A la troisième semaine, nous n'avons plus que 43 plantules
saines. Ces résultats concordent avec ceux d'EMECHEBE (196 1) qui montre
que l'utilisation de semences contaminées donne des pantules malades ou
annule la germination.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux résultats de la
troisième 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 66 1 n'est pas significativement différent du taux de
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germination normal des semenœs de cette variété (80 à 90 1).

Tableau VII Effet du Peltar sur la germination et la croissance de plantules
de niébé trois semaines après le traitement de semenœs.

Variété 1AR 48 Variété KV130351-31

Doses (ppm) 0 100 200 0 100 200
Répétitions Total Total
-------------------------------------------------------------------------------

1 10 Il 14 35 0 9 12 21
2 12 15 15 42 0 7 5 12

3 14 11 14 39 0 6 4 10

Total 116 0 22 21

Dans la variété contamin~. on retrouve environ la moitié des
plantes sauvées par les traitements 100 et 200 ppm. Ceci constitue une
répétition des résultats de la première expérience .

Conclusion:
Le Peltar a une action défavorable sur la croissance des isolats

de C. capsici agent de la maladie des taches brunes du niébé. Il permet
ainsi à faibles concentrations de sauver 50 1 de plantules issUes de
semences gravement contaminées par le pathogène.

c.s quelques observations intéressantes nous ont poussé à voir
son effet au champ car les résultats du laboratoire ne vont pas toujours
dans le même sens que ceux observés dans la culture ne serait-œ que
parce que la semence n'est pas la seule source d'inocu1um possible.

D- EPFEr DU PE.L~ I2ANS UN ESSAI AU CHAMP

Cette étude a commencé en 1983 à la Station de Kam~ en
utilisant une variété de niébé reconnue sensible à la maladie des taches
brunes et plusieurs doses de Peltar en traitement des semences. Dans un
premier essai la germination des semences a été très mauvaise en raison
de la durH trop longue de traiœme1lt 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 la campagne 1984. la même expérience a été
reprise avec les doses suivantes: __ .



n° du traitem~nt

1
2

3
4

Doses d~ ~ltar:

oppm d~ matièr~ activ~ (témoin)
: 100 ppm d~ m.a.
: 200 ppm d~ m.a.
: 500 ppm d~ m.a.
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Environ cinq c~nts graines d~ niébé ont été tr~mpées pendant
un~ h~ur~ dans 400 ml d'eau contenant les différ~ntes conœntrations du
fongictd~. Puis les graines ont été r~tirées d~ la solution. mises à sédl~r

avant d'êtr~ semées. La variété utilisOO est la IT 82 E-77.
Quatr~ lignes d~ 4 mètres d~ long chacun~ ont été utilisées par

traitem~nt avec un~ lign~ infestante interca.1air~ ~ntr~ chaqu~ traitem~nt.

Chaqu~ traitem~nt a été répété 3 fois. L~ semis des lignes infestantes est
interv~nu l~ 20 jui11~t 1984 suivi 2 semaines plus tard (3 Août 1(84) d~
œlui des lignes expérimentales. La densité d~ semis observée était de 50
cm entre les lignes et 50 cm entre les poqu~ts avec 2 graines par poquet
L~ démariage à un plant par poqu~t des plants des lignes e~rimentaJes

est interv~nuaprès la l~vée.

Les résultats enregistrés portent sur l'influenœ du Peltar sur l~

peupl~~nt. l~ degré d~ sévérité de la matadi~~t sur l~ r~d~ent .

Tableau VIII Influenœ du Peltar ~ traitem~t de sem~ces sur le
peuplement issu d'un lot de semenœs d'une variété de niébé
sensibl~ à C. capsici

TRAITEMENTS Nombre de plantes dans les deux lignes
œntrates

Répétition 1 2 3 TOTAL

Oppm
100ppm
200ppm
500ppm

10
18
18
17

Il
12
13
18

18
18
18
18

39
48
49
53

D.l. - Inf1u~œ sur l~ peuplem~t(Tableau VI II)

Les rtsultats de la troisième répétition montrent que quel que
soit l~ niv~au d~ traitement. il peut n'~x:isœr aucun~ différ~œ. (16
plantes pour un maximum de 18). ceci peut s'expliquer par le fait que la



pluviométrie a été très défavorable après la mise en place de l'essai. Le
niveau de contamination à partir des graines infes~ est resté a~z bas
et swtout très hétérogène. 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
diffère du témoin (Tableau Il) par un meilleur pourcentage de
peuplement
Tableau Il - Pourcentages moyens de peuplement et leur limites de
confiance sur un lot de semences de niébé traité au Peltar

TRAITEMENTS Pourœntages moyens de
PEUPLEMENT

Limites des Intervalles
de CONFIANCE (seuil 51)

Oppm
100 ppm
200 ppm
500ppm

72,22
88,88
90,70
98,14

58 - 83
79 - 95
80 - 97
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 niét>é semée sur des
parcelles infestées par C. capsici.

N° des BLOCS Doses des
TRAITEMENTS

Poids des gousses
par plante (en g)

Poids des graines
par plante (en g)

------------------------------------------------------------------------------

1

Témoin Oppm
100 ppm
200ppm
500ppm

Il
10,4
7,2

15,1

7,9
5,7
5,4
8,4

------------------------------------------------------------------------------

2

Témoin Oppm
100 ppm
200ppm
500ppm

18,2
27)

8,8
13,8

13,1
18,2
6,2
8,3

------------------------------------------------------------------------------

3

Témoin Oppm
100ppm
200ppm
500ppm

18,8
21,6
15,3
20,5

12,5
14,9
8,7

13,6
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L~ r~nd~m~nt a été estimé à la récolte (17-10-84) par la mesur~ du
poids des gousses ~t des graines r~ltées sur les plantes des 2 lignes
centrales d~ chaqu~ traitem~nt (Tableau 1).

L'analyse d~ varianœ sur ces résultats (Tableau XI) montr~ qu'il
n'y a aucun gain d~ poids par plante sous l'~ff~tdu traitem~ntfongicid~.

Tableau II -Résultats d~ l'analyse d~ variance correspondant aux données
du Tableau 1

Variation F calculé F théorique Signification

Blocs
Variétés

5,14
4,76

NS
NS

Une hypothèse peut êtr~ avancée pour ~xp1iquer ces résultats. On peut
penser qu~ l'~ff~t systémiqu~ du Produit est d~ court.e dur* si bi~n qu'il
n'empêch~ pas la manifestation d~ la maladi~ sur les gousses à leur
maturité comme ce fut le cas dans cet essai.

Cependant, l'exam~n détaillé des résultats révèl~ que l~

traitem~nt 200 ppm est particulièrement dépressif sur les composantes du
r~nd~ent dans toutes les répétitions. c~t ~ff~t ne ~ manifestant pas pour
le peupl~ent, comm~ nous l'avons vu Pr~m.ment, il convi~nt d~

s'interroger sur les causes possibles d~ cet Ekhec.
Un~ cause pathologiqu~ sembl~ peu Pr0babl~ au vu des bons

résultats sur l~ rendem~ntpar parcelle des doses 100 ppm et 500 ppm. Il
faut plus probablement incriminer un mauvais skhage des graines aPrès l~

traitement pour l~ lot 200 ppm ou un~ mauvaise températur~ d~

traitement ce qui aurait conduit à 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 l'effet des traitements fongicides des
semences sur le rend~ent (Tableau XII).
Les augmentations de rendement üées aux traitements peuvent être
considérables, particulièrement pour la dose d~ traitement la plus faibl~.

Cependant, il convient de souligner un eff~t indésirable du Pelta! qui
semble augmenter en fonction de sa dose d'~ploi et de manièr~

importante (+ 15 à + 25 1) la part des cosses dans le rendement total par
parcelle.



Tableau III-Effet d'un fongicide (Peltar) en traitement de ~menœssur les
rendements moyens par parœlle en gousses (cosse+graine) et graines
et sur la part des~.

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

--------------------------------------------------------------------------------
Poids des Rendement moyen
gousses en glparœlle

:1 du témoin
216,2
100

300,4
139

173,1
80

291,4
135

Poids des Rendement moyen
graines en glparœlle 149

~ du témoin 100

Part des Poids 1 parcelle 67,2
cosses :1 du poids des

gousses 1 parcelle 31

196,4
132

104

34,6

111,5
75

61,6

179
120

112,4

38,6

L'examen de la proportion moyenne des cosses par plante dans les divers
traitements et répétions confirme l'observation précédente (tableau XIII ).

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

Poids moyen de cosse 1plante Pourœnt du poids
Traitements Blocs 1 2 3 Moy. des gousses

T&mOÏD Oppm
100 ppm
200ppm
500ppm

3,1
4,7
1,6
6,7

5,1 6,3
6,9 6,7
2,6 6,6
55 6,9

30
34,5
41,3
36,6

Le traitement par 200 ppm de Peltar a donc un effet se-condaire négatif en
faisant augmenter la part des cosses de plus de 35 , (11,3/30=0,38). cette
observation est à rapprocher des propriétés de régulateur de croissance
des benzimidazoles le produit actif du Thiophanate étant le B M C
<Benzïmidazole carbamate). Aux doses employées l'effet indésirable
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pourrait être une diminution de la férondité, indUite par la présence du
prodUit systémique dans la jeune plante au moment de l'induction florale.

E- Conclusion

Le Peltar (Manèbe + Thiophanate-méthyt) est un fongicide très
efficace inhibant la croissance de C. ç.psjçj pathogène responsable de ta
maladie des taches brunes du niébé. Agissant àfaible dose « 500 PPm) en
traitement des semences, il peut être recommandé dans ta lutte contre le
pathogène car il améliore ta germination des semences conblminées
permettant une augmentation de rendement grâce à une meilleure densité
de peuplement des plantes au champ.

cependant, pour envisager une protection efficace contre le
développement de l'épidémie au cours de la 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 dt préconiser le fongicide car nous avons pu observer une
diminution imPOrtante de ta part des graines dans ta récolte pour les doses
les plus élevées.



1

CBAPITIIII : BODI DI LA IISISTABCI VAl1BALI DU BIIBI
COIITU LA MALAD11 DIS TACHIS BRUIIIS
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IIITRODUCTIOB

Les expériences précédentes nous ont permis de conclure que le
Peltar pouvait être recommandé en traitement des semences de niébé
contre C. c6pBicl, car en réduisant les dégâtssur jeunes plantules, il
permet une augmentation du peuplement des plantes au champ. Le produit
n'empêche cependant pas la manjfesta.tion ultérieure de la maladie sur les
gousses, il serait plus intéressant de combiner ce traitement fongicide à
remploi de variétés ayant un niveau de résistance acœptable.

A la suite du signalement de la maladie des taches brunes du
niébé au Nord Nigéria et au Burkina-Faso. ALLEN ~t 61.~ (1981> ont mis
au point une écheUe de notation permettant l'identification de variétés
rtsistantes au champ.

En 1983, nous avons entrepris UlM étude portant sur la
comparaison du comportement de 9 variétés de niébé face à la maladie des
taches brunes. Nous avons utilisé la même méthode d'évaluation qu'ALLEN
~t 61. (1981). cet essai a été implanté à Kamboinsé. .

Parallèlement à ces travaux et en vue de trouV&r une tecl1nique
rapide de criblage des variétés de niébé, nous avons mené au Laboratoire
des études d'inoculation sur plantules en serre. Une corrélation entre ces
derni&rs résultats et ceux du champ est ch&rchée.

A-ESSAIAU~

L'essai a été implanté le 4 juillet 1963 par le semis des lignes
infestantes de bordure. Les graines de la variété KVI-30-351-3K ont été
utilisées pour ce semis. Les lignes expérimentales ont été semées 3
semaines plus tard mais le semis a dû être repris 10 jours plus tard à cause
d'une mauvaise levée liée à la sécheresse. cet essai comporte 2 répétitions.
L'éValuation de la maladie est intervenue à la maturité des gousses le 1er
OCtobre 1983 soit deux mois après le semis.

Nous avons calculé les indices moyens des différentes variétés
9&100 la formule de la page21 Le calcul a porté sur un total de 18 plantes
possibles par variété et par répétition. Dans les parcelles où il manquait des
plantes à la maturité, les manquantes ont été affectées de la note maximale
de sévérité (5) car eUes sont mortes à la suite d'attaques très précoces. Le
tableau XIV permet de cor:npar&r les variétés d'après les indices moyens
après la transformation angulaire.
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Tableau XIV Evaluation à la maturité des gousses de la sensibilité de 9
variétés de niébé vis-à-vis la maladie des taches brunes. Indices de
maladie après transformation arc-sinus. Expérimentation à la station de
KAMBOINSH au BURKINA FASO

VARIms ARC-SINUS INDICE DE MALADIE
Bloc l{O 1 Bloc l{O2 Moyenne

TVU 2027-1-11
IVI30-351-31
SUVITA-2
TVl3236
MOUGNE
IAR-48
VITA-4
TVI 1999-01F
KHI

90
76,46
31,85
29,08
30
30
39,70
32,79
28,17

90
80,43
47,40
38,68
35,68
33,74
22,02
23,75
21,16

90
78,44
39,62
33,88
32,84
31,87
30,86
28,27
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(51) N S
Variation Variétés: 21,44 6,03(1) H S

La comparaison des moyennes (test de DUNCAN) a permis
d'obtenir le classement suivant:

TUV 2027-1-11 • KVI-30-351-3K diffèrent de:
KN-l·TV X3236.VITA-4.TVI 1999~IF.IAR-48·Mougne.LocaJeGorom.

Il ressort en conclusion de ce premier travaU réalisé lors de la
campagne pluvieuse 1983 à Kamboinsé que les variétés TUV 2027-1-11 et
IVI 30-351-3K se détachent nettement des autres par une très grande
sensibilité à la maladie des taches brunes. Les autres variétés sont plus
résistantes et ne se distinguent pas l'une de l'autre.

B - TESTS DU POUVOIR PATHOGENE SUR LES PLANTES EN SERRE

Avant de présenter nos travaux, il est néœssaire de faire le
point sur les caractéristiques des souches que nous avonsu~. Après
avoir analysé dans l'étude bibliographique la systématique et la biologie de
C. C6p6JCJ., nous donnerons ici les principales caractéristiques culturales
de nos souches sur milieux gélosés Bet PDA à la température de 300 C. ces



TableauXV : Caractères culturaux des isolats de ("(("iuiuchllm en culture
pendant une semaine sur milieu P DAi la temp~rature de 28 ! 1" C

t:::::: Nature Couleur Acervules Spoluration Longueur des Croissance
du mycélium du mycelium conidies mycélienne

Isolats en ....

C.2017 Ras Crème i bor- Petits Abondante 24,89 + 0,67 9,56 +- -
dure gris-noir confluents 0,22 mm/jour

CTN bord Crème à bor- Petit Faible 24,71 + 0,76 9, 11 +ras- non - -
Centre coton- dure gris- confluents 0,68 mm/jour
neux clair

CPA Ras Crème i bor- petits Faible 26,95 + 0,69 7,93 !-
dure brun-no1r 0,78 mm/jour

Tableau XVI Caractères culturaux de isolats de Cof(etoiA~cAum après culture
d'une semaine sur milieu gélosé Bila température de 30" C

~
Nature Couleur du Acervules Sporulation Longueur des Croissance

Isolats du mycelium mycelium cor~f1es mycélienne

2017 Bord crèmeux Petits Abondante Voisine de 26,6 9,94 +
C. Ras -

Masse coni- confluents 0,61 mm/j our
dienne rosée

CTN Bord ras-Cen- Masse coni- Grands en Abondante " " " 9,41 !
tre cotonneux dienne rosée glomérules 0,35 mm/jour

Mycelium gris

CPA Aér1en Masse coni- Grands en Moyenne .. .. " 8,94 +-
dienne rosée glomérules 0,88 mm/jour
Mycelium légè
rement rosé

P2 Bord Masse coni- Grands en Moyenne " " .. 8,41 +ras- -
Centre coton- dienne rosée- glomérules 0,75 mm/jour
neux mais pas Mycelium rosé
dense

P3 Bord ras-Cen- Masse Grands Moyenne " " " 9,97 +con1- en -
tre cotonneux d1enne rosée- glomérules 0,90 mm/jour
mais pas dense Mycelium ros,'
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caractéres sont ceu utilisés par d'autres auteurs <BANNEROTI 1965;
RAYNALI 1970; LOURD "t .1.1 1979) dans des études de divers isolats de
C"ll"t"trid••.

Signalons que C"ll.t"trJclI•• C6pSJCJ (Sydl BUTLER et
BISBYet C. tr• .IlC6tll. (SChwJ sont les 2 espèces impliquées dans la
transmission de la maladie des taches brunes du niébé ŒMECHEBE et
McOONALDI 1979).

C"ll"ütrJclI. tr• .IlC6t•• provoque une forme très
modérée de la maladie entraînant un taux de contamination des semences
de 0 à 71 alors que cette proportion atteint 1001 par C. c6psJcJ pour un
lot de semenœs pr4sentant les symptômes de la maladie (BMBCHEBE et Mc
OONALDI 1979). Une troisième espiœ de C"ll"ütrJclJ.. que l'on
trouve sur le niébé tSt C. li.lld".6t1JJ6.1l1l. dont les manifestations au
champ sont différentes de ceUes dues au C. c6p6ld ŒMECHEBEI 19& 1) et
qui donne essentieUement une maladie des tiges dans les régions de
culture de la plante à forte pluviométrie (ONESIROSAN et BARKERI 1971).

B.l. - caractéristiques morphologiques et culturales des isolats

C2017 et CTN isolats issus de niébé présentent des différences
morphologiques importantes aussi bien sur milieu gélosé B que sur PDA.
Les prindpaux caractères 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 C. c6psici issus du pois d'Angole
et du piment. comme LOURD "t 61. (1979) dans une étude des
caractéristiques morphologiques et culturales d'isolats de C.
11H"sp"rJfJid"s (POO) agents d'anthracnose en côte d'Ivoirel nous
remarquons la grande variablité morphologique de nos différents isolats
(voir photo ).

La température maximale de croissance qui est souvent un
critère prindpal dans la détermination des espèœs de C"ll"ütrJclJ••
(LOURD "t .1.~ 1979) et autres espèœs de champignon (VALAYII LLEI

19&3) ne permet pas la séparation des 2 isolats de niébé. Ils ont leur
optimum de croissance diamètrale voisine de 9 mm/jour à la température
de 2& +/- 1° Csur milieu PDA. Cette croissance est ralentie à 25° C(voisine
de 6 mm/jour) et plus nettement à 35° C(4 mm/jour). Sur milieu gélosé BI
l'optimum de croissance avoisine 915mm/jour et se situe à 300 C.

Du point de vue dimensions de sporesl il est également difficile
de séparer les 2 isolats de niébé. Leurs spores ainsi que les spores des
autres isolats de C. cp6sJcJ font entre 24 et 2616)1 de long.

L'isolat C. 2017 diffère essentieUemnt de l'isolat CTN par la
couleur rosée de sa masse conidienne dès le 2èm.e jour de culture avec un



Isolats C.2017, C P A, C T N de C. cap~ici 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. cap~ici.
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nombre important d'acervu1~ et de spor~. La sporulation est moins
importante pour CTN et la masse oonidienne apparait plus tard. L'isolat C.
2017 possède les différentes caractéristiques morphologiques et cu1tura1~
données par EMECHEBE (1961) dans la description du C. c.psict
prindpal agent pathogène de la maladie des taches brunes au Nord Nigéria.
Aussi nous l'avons classé comme C. c.psid.

Le deuxième isolat (CTN) bien que ne présentant pas les mêmes
caractéristiques <:u1b1ra1es que C. 2017 est probablement une souche de C.
c"psid. En effet, le test de pathogénédté avee ces 2 isolats plus l'isolat
CPA. sur la variété !VU 2027-1-11 montre la grande agrtsSivité de CTN
par rapport à C. 2017 (voir photo). cm étant plus agressif que C. 2017 est
loin d'être un C. trll.C"tll. car ce pathogtne ne provoque que des
symptômes très modérés sur niébé (EMBCHE8E et Mc DONALD, 1979). Il
convient également de souligner que ces 2 isolats de niébé ne répondent
pas à la description de C. 11.d#••t/"... (ONESIROSAN et BARKER,
197 1) qui a des spores plus petites, 12-20 X 4, 1-5,6JI.

B.2. - Mesure du pouvoir pathogène sur les plantes en serre

a) Choix d'une méthode d'inoculation

Une d~ tecl1niques les plus uWsées en conditions contrôlées
pour l"inocu1ation des plantes par I~ Cf'II.tf'trlcllll. est la
pulvérisation fine sur ces plantes, d'une suspension dans l'eau, de conidi~

obtenues à partir de culture pures (RAYNAL, 1977, CARUSO et IUC, 1977;
SUTION DAVID, 1979; EMECHEBE, 196 O. Dans 1~ cas de relations hôte
parasiteIoù les Cf'IIt1tlJtr1dll. provoquent des symptômes facilement
quantifiables sur feuilles, la tecl1nique d'inoculation sur feuilles détachées
par des suspensions calibrées de spores du pathogène est très souvent
utilisée, par exemple pour le couple concombre/Cf'II~tf'tr1d••
}"ltI."r111.(KUBO ~t .1, 1960).

EMECHEBE (1961) montre que les inoculations artifidelles sur
tiges et feuilles de plantes de niébé cultivées en serre, âgées de 4 S&maines
en utilisant des suspensions de spores (5 x 105 spores/ml) et en incubant
en atmosphère humide pendant 24 heur~, permettent d'obtenir des
symptômes identiques à ceux o~rvés au champ sur ces organes. Il est
souvent difficile d'obtenir des inoculations homogènes par cette méthode.

Nous avons essayé la ted1nique d'inoculation sur feuilles
détachées incubées en chambres humides. Des goutttes calibrées de
suspensions de spores (103-104-105-106 spores/ml) ont été déposées sur
les 2 faces de folioles détachées et disposées sur du papier filtre humide
dans des boites plastiques transparentes. Cette teduùque est la même
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uUisée par ABOU-ZEID (1978) dans l'étude du couple féverolel htr,Us
f.H~.

Les symptômes que nous avons obtenus aPrès incubation à
l'obscurité pendant 24 heures puis exposition à la lumière pendant 72
heures sur ces feuilles détachées ont été dUfici1es à évaluer. En effet, à la
place de taches follaires bien délimitées, nous avons observé une
décoloration brune très dUfuse de tout le limbe sans véritable attaque des
folioles. Aussi, nous avons utilisé la pulvérisation sur plante entière en
serre. Comme EMECHEBE (19& 1), les Premiers symptômes sont apparus 3
fOurs après inoculation de la variété IAR-4& par une suspension des spores
de l'isolat C 2017 à la concentration de 106 spores 1 ml. Ces symptômes
concernent PresqU'exclusivement les tiges.

b) Etude des doses d'inoculum

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

r.......t Arc-siMIs

80 ....ta..s 1 50

10 / .. ~. 40
60
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PlglIre 5 aelaUons doses- r'ponses lors de putvfrlsaUODs de spores
de COnetotrichua capsici sur plants de niébé de 3 semaines



Les quantités de symptômes augmentent à peu près
proportionellement aux doses entre 103 et 105 spores par ml, puis un
pallier semble être atteint, au moins pour 7 jours d'incubation. La dose 105
semble donc la mieux indiquée pour obtenir rapidement des symptômes
tout en conservant une réaction normale de Ibôte. cette dose sera le plus
souvent utilisée par la suite.

c) Choix de la période d'incubation avant notation

Sur des lots inoculés par une gamme de doses autour de 105
spores par ml et incubés dans des miniserres, des notations de maladie ont
été effectuées après 7 et 14 jours d'incubation. Les résultats montrent
(figure 6) que les vitesses d'expression varient beaucoup en fonction des
doses au cours des deux semaines de l'expérience. La durée d'incubation
optimale pour l'obtention du maximum. de symptômes avec entre 104 et
5x1Os spores par ml semble être voisine de 2 semaines.
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Figure 6 ivolutioades symptômespour deus:aotationsespacées
dOnne semaiAe apris l°inocuJationpar trois doses de
CoUetotriellumcapsici sur Diébé



d) Conditions environnementales après inoculation

Une autre observation que nous avons faite au cours de ces
travaux concerne les conditions d'environnement après inoculation
artificelle des plantes. selon que l'on utilise les mini-serres ou la housse
plastique, l'importance des symptômes varie. Les indices de maladie sont
légèrement plus importants lorsque les plantes sont maintenues en
atmosphère humide après inoculation sous housse plastique plutôt que
dans les minî-serres. Les housses plastiques maintiennent apparemment
plus dbumidité que les mini-serres.

e) Influence de l'état des plantes

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

Tableau XVII Comparaison de quelques variétés de niébé pour leur
sensibilité à C"JJ~t"trjcJuulI c6psici et à l'effet blessure.

VARIETES Plantes entières Plantes coupées Différences =
Effet blessure

TVU 2027-1-11 47,5 7&,75 31,25
VITA-4 3&,43 56,25 17,&2
IAR-4& 7,1& 35 27,&2
TV! 1999-0 IF 6,53 16,25 9,72
MOUGNE 3,&4 2&,75 24,91

Pour les mêmes variétés, les indices de maladie sont plus
importants lorsques les plantes sont privées de leurs racines avant d'être
inoculées. Les variations se font dans le même sens c'est à dire que les plus
résistantes en conditions normales restent en moyenne les plus résistantes
après blessures et vice versa.. Cependant un comportement particulier est à
signaler pour la variété VITA 4 qui dans l'essai au champ s'est montr~
plutôt résistante. Dans les conditions de cette expérience sa sensibilité est



voisine de celle de la variété très sensible TVU 2027. Ce résultat pourrait
être lié aux conditions i. ~itrD ou à un caractère particulier de l'isolat
utilisé comme inoculum. Pour TVU 2027 il Ya bien conjonction de facteurs
défavorables: • sensibilité au champ

• sensibilité au laboratoire
• effet blessure important
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f) Etude de la variabilité du pouvoir pathogène 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 à vis de 2 isolats de C()JJ~t()tric1JIl. impliqués dans la
manifestation de la maladie des taches brunes. Un troisième isolat
provwant du pois d'Angole a été joint aux 2 premièrs dans cette étude.

Après inoculation par pulvérisation des tiges et des feuilles, les
plantes ont toutes été maintenues en atmosphère humide sous housse
plastique. La notation a lieu au quatorzième jour après 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 très prometteuses du point de vue production au
Burkina Paso.
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Figure a Comparaison de la seasibilité de ciaq variétés de aiébé
vis à vis de trois isolats de Colletotrichum capsici. laoc1l1ation par
pulvkisatiOll sur plantes 4e 3 lUUlÜles .. serre.

La figure 8 illustre les valeurs des indices moyens de maladie
(arc-sinus 1 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 pathogène des isolats sont différents, de même que
les niveaux de résistance~ variétés utilisées. L'interaction isolat /variété
étant hautement significative, nous avons donc classé les variétés en
fonction~ isolats utilisés et les isolats en fonction~ variétés.
Origine de la variation F calculé F 0,05 F 0,01 S?

Blocs 2,15 4,46 MS
Variétés 60,71 3,84 7,01 HS
Isolats 44,26 3,49 5,85 HS
Interaction VxI 8,03 2,45 3,56 HS

Tableau XVII1 Oassement de l'agressivité de trois isolats de
CtJJJ.ütrlcllll" sur cinq variétés de niébé

VA1UiTlS TVU 2027 VITA 4 TVl1999 MOUGNE IAR 48
ISOLATS

CTN
C 2017
CPA

70,86 1
63,76

9,63 •

72,20.

30,40 1
21,01

24,991
21,75
000·,

17,451
19,98
0,00 •

31,531
27,0 l ,
17,83



47

Il ressort du tableau XVIII que quelle que soit la variété
utili~, les souches se cla~t toujours dans le même ordre. Il n'y a donc
pas d'interaction différentielle complète et par conséquent pas de véritable
relation verticale. Les variétés TV! 1999-0 IF et Mougne sont les plus
résistantes aux isolats utilisés et présentent une résistance de type
horizontal c·~t-à-œre probablement stable. CePendant, dans l'analyse de
variance l'interaction souche/Variété est hautement significative, il
convient de se demander pourquoi? Il 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 très
grand~différences entre ell~.

Tableau III Comparaison d~ classements de la sensibilité des variétés de
niébé par trois isolats de C"JJ,t"lrid".

VARIETES
VI - TVU 2027-1 II
V2 -VITA 4
V3 • TV! 1999-01F
V4 • MOUGNB
VS· IAR 4&

C2017

VI 63,16 •
VS 27,01
V3 21,75
V2 21,01
V4 19,9&

ISOLATS

CTH

V2 72,20 1
VI 70,&6
VS 31,53 •
V3 24,99 •
V4 17,45 •

CPA

V2 30,40 •
VS 17,&3 •
VI 9,63.
V3 0,00 1
V4 0,00

La comparaison des isolats issus du niébé et du pois d'Angoie
permet de constater qu'ils ne classent pas les variétés dans le même ordre.
Il y a donc une interaction partielle signifiant l'existence de relation
verticale partielle (VAN DER PLANK, 196&). L'isolat C-2017 différencie des
4 autres variétés, la variété TVU 2027-1-11 qui présenterait donc une
sensibilité de type vertical. Cette observation est très inœressante car elle
recouPe le résultat enregistré lors des études de comparaison variétale au
champ. L'isolat cm permet aussi de différencier la variété TVU 2027-1-11
des variétés TV! 1999-0 IF, Mougne,et IAR-4& mais pas de VITA-4. Ici
encore on note une sensibilité accusée de VITA-4 qui semble bien
corr~dre à l'existence, dans les populations de C"JJ~t"trjCll11.

d'une assez grande variabilité permettant de s'adapter à diverses variétés
ou espèces cultivées.
En ne considérant que les résultats obtenus avec t'isolat C-2017, on Peut
calculer la corrélation entre les mesures de sensibilité au champ et au



laboratoire sur les cinq variétés éprouvées dans les deux conditions. La
corrélation est significative (r- 0,9&&, figure 9) et justifie la proposition
d'une épreuve de laboratoire précoœ utilisable dans la sélection variétale
pour la résistance à C. e8psiei. Soulignons toutefois la neœssité de bien
contôler dans ces expérimentations la représentativité des isolats du
champignon utilisés comme inoculum
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'igure 9 Corrélationentre les mesuces cie la seasibllitê variétaledu
niébé vis à vis cie CoUetotrichumcapsid,au labontoir.slU" jeunes
plantesde 3semables.tau champ à la cleolte.

En conclusion, les indices de plastidté qui s'expriment dans le
pouvoir pathogène des souches de CtlJJ.ttltrid...· indtent à
rechercher des mécanismes de résistance horizontale plutôt que verticale,
c'est-à-dire à 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 contrôle des conditions experlmentales et la recherche de
caractères de résistance partielle différents et additifs (effet blessure, effet
radiation, sporulation...)
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Les premiers travaux du laboratoire sur l'implication des
protéines nouvelles dans les interactions hôte-parasites ont porté sur le
couple Féverole -htrTUs (GIRl, 1963, VIDIE, 1(64). Les protéines
nouvelles mises en évidence après traitement des plantes de féverole Par
les spores des htrTtisou leurs filtrats de culture que l'on sait éliciteurs
de résistance (SANKARA, 1(61) 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 à cet aspect des relations hôte-pathogène
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 BAKIER, 1960 ; GIANINAZlI, 1961 ;
KASSAN1S, 1961 ; REDOLFI, 196,3). 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 2,6 alors que les extractions au laboratoire ne portent que Sur les
Protéines extfacellulaires des feuilles, probablement des protéines
associées aux membranes.

Par rapPOrt àces résultats, il a paru intéressant d'entrePrendre
une anlayse de ce type de Protéines dans notre cas de couple
hôte-pathogène en l'occurence le couple niébé- t: c6psJei afin de voir si
l'aPParition des protéines nouvelles se réPétait avec un autre couple que
celui de la féverole et du ,6(}trTtiB. En outre il s'agit d'en tirer toutes les
applications utiles dans le cadre de la reoonnaissanœ hôte-parasite, et ceci
parce que les protéines nouvelles semblent être spécifiques soit de 1bôte,
soit de l'agent pathogène.

A.1. - Etude quantitative'~ 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 à 4 fois plus
concentrés que les témoins et cette tendance notée à l'extraction se
maintient après prédpitation à l'aclde trichloracétique et rePrise des culots
dans du tampon Tris-HO pH 6,6 sans colorant
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Figure (10) : Electrophorégrammes des protéines extracellulaires
extraites des feuilles de niébé (variété TVU 2027-1-11) et
sêparées sur gels de polyacrylamide à 7,5 %.

A : Feuilles pulvérisées 1 semaine auparavant par
a) l'eau; b) une suspension des spores de C. cap~~ci
isolat CPA. Les nouvelles protéines sont indiquées
par les lettres PRo

B : Gels d'electro&horèse sur polracrylamide à
7,5 % avec la varieté TVU 2027-1- l inoculée par
les isolats C.2017 et CTN de C. cap~~ci
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Nous avons tenu compte de cette observation dans la recherche
des différenœs qualitatives entre les protéines des düfusats traités et
témoins en vue d'une comparaison rigoureuse entre les résultats
enregistrés. En effe~ comme le montre CONEJERO et SEM:ANCIK (1977), le
dépôt d'une faible quantité de protéines de plantes « 75 )lg équivalent
lysozyme) entraine souvent la non visualisation de certaines bandes
protéiques par la coloration au bleu de Coomassie rendant les comparaisons
erronées. Nous avons donc utilisé dans la plUpart de nos expériences
plusieurs dépôts des échantillons protéiques des düfusats traités et
témoins correspondant à des quantités düférentes de protéines et les
comparaisons portent sur les meilleurs gels.

A.2. - Etude qualitative des protéines

a) Présence de proœines nouvelles

Dans une première expérience, les protéines solubles des
diffusats des feuilles de plantes âgées de 3 semaines de la varié~ TVU
2027-1-11 ont été obtenues après inoculation par une suspension des
conidies des isolats C. 2017, CPA et CTN. Les düfusats sont produits, une
semaine après l'inoculation, par infiltration sous vide d'une solution saline
de Naa à O,S M et centrifugation sur grille. Ces düfusats sont ensuite
précipités à l'acide trich1oroacétique, les culots protéiques sont repris par
du tampon Tris-Ha pH 6,ô contenant du SOS et du mercaptoéthanol et
soumis à une électrophorèse en gel de polyacrylamide à 7,5~.

L'observation des gels (figure lOB) permet de constater
l'existence d'une bande protéique supplémentaire très nette pour les
diffusats traités par rapport au düfusat témoin. Les electrophorègrammes
des protéines du düfusat TVU 2027-l-ll/CPA (variéœ TVU 2027-1-11
traitée par les conidies de l'isolat CPA) et du düfusat TVU
2027-1-11ffémofn (fig. 10 A) révèlent bien la bande protéique
supplémentaire de mobilité relative ou Rf voisine de 0,93- Cette valeur est
du même ordre que la valeur d'une des protéines nouvelles mises en
évidence dans le cas du couple féverole -hUTUs (0,94). On remarque
également la présence d'une nouvelle bande au Rf O,ô4.

Il ressort de cette première analyse que lors de l'interaction du
niébé et de CDlletDu/cAl/BI Cllps/c.t. de nouvelles protéines font leur
apparition. Ces protéines correspondent sans doute aux protéines PR
(Pathogenesis relate<! proteins) mises en évidence par COUliS (197ô) sur
niébé mais aussi par ANTONIW et PIERPOINT, 1978; ANTONIW et 111,,,
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 à 10 %.
a) Pulvérisation des feuilles par l'eau
b) Inoculation par les spores de C.2017.

B : Gels d'electrophorèse sur polyacrylamide
à 10 % avec la variété Locale Gorom de niébé.
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b) Variation de la production de protéines nouvelles avec l'hôte
et la concentration en acrylamide

La plupart des auteurs utilisent pour la séparation des
protéines des plantes des gels de concentration en acrylamide à 10 1. Nous
avons aussi utilisé cette concentration dans la redlerche de protéines PRo
Les divers états de résistance des variétés de niébé face à la maladie des
taches brunes ont également été pris en considération.

Les protéines solubles des diffusats traités ou non des variétés
NU 2027-1-11 et Locale Gorom ont donc été utilisées sur des gels de
polyacrylamide à 10 1. Les inoculations des plantes ayant fourni les
extraits dits '"traités- ont été effectuées par l'isolat C. 2017. L'analyse des
électrophorégrammes correspondant à la séparation de ces protéines révèle
une différence dans les profils protéiques des échantillons traités par
rapport à ceux des échantillons témoins (fig. Il A pour Locale Gor 1.
Il pour TVU 2017-1-11). Pour les deux variétés la même ban ~t

observée, mais les autres bandes peuvent différer d'une variété à y
comPris sur les gels témoins. Lorqu'on augmente la concen .. en
polyacrylamide Passant de 10 à 12 1, la bande frontale (BF) diminue
beaucoup d'intensité et parallèlement un nombre plus important de bandes
protéiques nouvelles est mis en évidence dans le bas des gels qui
correspond à la zone des protéines de faibles poids moléculaires (fig. 12 ).
Une analyse similaire sur gels à 7.51 des diffusats IAR-48 1 C.2017 et
IAR-48rrémoin (fig 13) permet également la mise en évidence de bandes
protéiques PR, à nouveau les profils des autres parties des gels diffèrent
des variétés précédentes. Cœs différences de profils sur les écllantillons
témoins suggère une analyse plus approfondie.

c) Comparaison des profils protéiques de cinq variétés de niébé
Les cinq profils présentés sur la figure 1~ montrent des

caractères assez variables mais le calcul des Rf permet d'identifier 33
bandes différentes. Le calcul des indiœs de similitudes entre variétés, en
utilisant comme élément la présence ou l'absence d'une bande d'un Rf
donné, permet de comparer deux à deux l'ensemble des variétés.

La figure 15 représente les regroupements des variétés pour
les 3 classes d'indices de similitude retenues: 61-100 1,50-60 1, <50 1. Il
apparait que les 3 variétés !VU 2027, VITA 4, LOCALE GOROM, se
ressemblent beaucoup, la variété KN-1 peut être 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
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Figure (12) : E1ectrophorégrammes des protéines solubles
extraites des feuilles de niébé (variété Locale
Gorom) et séparées sur gels de polyacrylamide à
12 i. ,
a) Plantes témoins (Eau)
b) Plantes traitées en pulvérisation par une
suspension de spores de l'isolat C-2017 de
C. cap~ici.

Figure (13) : Gels d'electrophorèse sur polyacrylamide
à 7,5 i. avec la variété IAR-48 de niébé.
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Figure (14) : Profils electropt.~r~tiques su~ gels de
polyacrylamide à la % des prot~ines d?s diffusats
de 5 vari~t~s de ni~b~. VARIETES

VI : TVU 2027
V2 : VITA 4
V 3 : LOCALE GOROM

V4 : JrN 1

V5 : IAR 48

• SIMILITUDE

Figure 15 Regroupement de cinq variétés de niébé en
fonction des pourcentages de similitude calculés pour
33 bandes d "électrophorèse sur gel de polyacrylamide
des proteines de diffusats de feuilles
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chacune des variétés, conœrne des protéines solubles extraites sans
broyage des tissus foliaires.

Conclusion

De ces Premières analyses, il ressort que quel que soit l'état de
sensibilité ou de résistance des variétés de niébé, l'interaction avec le C.
e6psJeJ entraine tou.jours la formation de nouvelles Protéines. Les
principaux cbangemt'Dts interviennt'Dt surtout dans les zones de Rf
comPrises t'Dtre 0,84 et 0,94 sur gel à 10 1 d'acrylamide et t'D conditions
dénaturanœs. Il convit'Dt de remarquer que dans le cas de l'interaction
entre le niébé et le virus de la nécrose du tabac, courrs (1978) trouve 4
nouvelles Protéines de Rf 0,95 ; 0,925 ; 0,79 et 0,755. Les nouvelles
Protéines mises en évidence aPrès infection des plants de niébé par C.
e6psJeJ ont leurs Rf se situant dans la zone des valeurs obtenues par
COUTfS. Les Rf des différt'Dœs bandes Protéiques ont été calculés par
rapport à la bande frontale bit'D importante avec les gels d'acrylamide de
7,5 et 10 1 de concentration. cette bande correspond bit'D à 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 aPrès décoloration des gels. Ceci se vérifie en marquant une
t'Dcoche au niveau de bleu marqueur. A la 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
bromophénollors de la séparation des Protéines solubles du niébé mais ne
co1ncide pas avec elle comme dans le cas de la féverole (VEInE, 1984). Une
électrophorèse à 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 , la bande
la plus mobile corresPOndant Probablement à des produits de dégradation
du lysozyme commercial et actif que nous uti1lisons. 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 Près de 12000 daltons.

A-3 Influence du mode de traitements des plantes sur la
Production des Protéines nouvelles

La plupart de nos extractions jusqu'à présent ont été faites à
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Figure (16) Electrophorégrammes des protelnes solubles des extraits
de feuilles de Vigna unguicuiata et séparées sur des gels de
polyacrylamide
a et b : Protéines de la variété Locale Gorom infiltrée 3 jours
auparavant par l'eau et le filtrat de l'isolat C-20l7 de
c. cap~ici après sépar~tion des protéines sur gel à 10 %.
c et d : Protéines de la variété TVU 2027-1-11 infiltrée 5 jours
auparavant par l'eau et le filtrat de l'isolat C-2017 de
c. cap~ici après séparation des protéines sur gel à 7,5 %.
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partir des feuilles issues de plantes inoculées par des suspensions
conidiennes du champignon. Nous avons aussi cherché à 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 à
partir des plants de niébé traités par trempage des tiges dans les filtrats de
culture de C. e6p6id n'a pas permis de mettre en évidence une
quelconque différence avec les protéines solubles des mêmes variétés de
niébé traitées par trempage dans de l'eau distillée.

Nous avons aussi procédé à des infiltrations sous vide du filrat
de culture de risolat C. 2017 dans les feuilles de 2 variétés de niébé #l'eau
distillée remplaçant le filtrat dans les témoins. Trois concentrations du
filra~ dilué au 1/10# dilué au 1/3 et non dilué# ont servi pour les
traitements. Après infilration# les plantes dont les racines ont été coupHs
sont maintenues 3 à 5 jours dans de l'eau distillée avant d'être à nouveau
infiltrées par de l'eau salée (0#5 M) en vue de l'extraction des protéines
solubles. La séparation de ces protéines sur des gels d'electrophorèse 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 1/10 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 )un renforcement des bandes protéiqu· de Rf
0#51 et 0#67 sur des gels à 10 1. On observe donc pour la premièH! ;ois un
changement dans la zone de Rf 050.

• Pour la TVU 2027-1-11 infiltrée par le filtrat non dilué (fig
16 e et d ) on note aussi le renforœmentd'une bande de Rf 0#66 sur des
gels à 7,51 de polyacrylamide.

Par rapport à ces résultats# on peut dire que le traitement des
plantes de niébé par infiltration du filrat de culture non dilué de C.
e6psiei 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 être dû à 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-48) après séparation
sur gels de polyacrylamide à 10 %. 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 l'isolat C.2017.
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A-4 Digestion enzymatique des protéines nouvelles de V.
Il.t1111iellJ6U

Plusieurs auteurs PIERPOINT (19&3), AHL (19&3) REDOLFI et
CANTI SANI (19&4) 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 très résistantes à la protéolyse.

Après traitement par la Trypsine ou un mélange de Trypsine et
de Chymotrypsine des protéines solubles des dites plantes, traitées ou non
par les virus, ils 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 polyacrytamide dont œrtaines
corespondent aux nouvelles protéines PR initialement mises en évidence.

Nous avons, dans le cas du couple niébé - CtlJJ~utrJellll.

cherché à voir si les nouvelles protéines mises en évidence ~ent
cette propriété.

Après extraction des diffusats de feuilles de la variété IAR-4&,
saines ou inoculées 7 jours auparavant par les spores de l'isolat C. 2017, les
protéines obtenues par précipitation au TCA sont incubées à 25° Cpendant
4 heures en présence de Trypsine dissoute dans du tampon Tris-Ha à pH &
(100 pg de Trypsine pour un culot protéique provenant de 5 ml de
diffusat).

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

Pour conclure, nous pouvons souligner que les protéines
nouvelles mises en évidence à la suite de l'interaction niébé ­
CtlJJtlutrJellll.lll résistent très bien à la digestion par la trypsine. EUes
ressemblent de ce point de vue aux protéines PR, b, PS décrites
respectivement par PIERPOINT (19&3), AHL (19&3), REDOLFI et CANTI SAN1
(19&4).

La différence entre le nombre de nouvelles protéines mises en
évidence à la suite de l'interaction niébé - CtlJJ~ut.riellll.lll" la valeur de
leur Rf sur les &lectropborègrammes par rapport aux protéines PR, b ou PS
des auteurs ci-dessus provient probablement de la nature de la plante et



Figure (18) : Gels d'electrophorèse sur polyacrylamide
selon la méthode préparative plus un témoin en
electrophorèse analytique avec la variété Locale
Gorom de niébé.



du type d'extraction et de l'utilisation de conditions électrophorétiques
dénaturantes. En effet, GIANINAZZI ~t 61. (1977) ne dé~tent Pas de
bandes protéiques dans les portions distales des gels (Rf 0.5 à 1) pour les
extraits de tabac ou de haricot non inoculés ( témoins). De même, courrs
(197a), 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 caractères de nos
électrophorègrammes. Des protéines nouvelles sont donc bien mises en
évidence dans les interactions niébé-c.,11~t.,tridll". Les plus
caractéristiques de œs protéines ont des Rf de O,a4 et 0,93 sur des gels de
polyacrylamide à 10 1.

A-5 E1ectrophor~ 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
conçu un appareil d'electrophorèse 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 manière manuelle a par la suite été
automatisé par un système de vases communicants.

Le prélèvement fractionné des éluats des réservoirs anodiques
se fait à des intervalles de temps constants (5 min.) à raide de la pompe
péristaltique multicanaux. Les fractions sont recueillies dans un collecteur
de fractions multiples linéaire.

Dans un première expérience d'electrophorèse préparative avec
les protéines solubles de la variété Locale Gorom non traitée, nous avons
cherché à voir si les Pics d'élution ré<x>ltés et révélés par analyse au
spectrophotomètre à UV (2 ao nm) correspondaient aux bandes protéiques
en électrophorèse analytique.

La figure 1& permet de déterminer le nombre de bandes
protéiques recueillies 2 heures environ après le début du prélèvement des
fractions. Le nombre et la position des Pics recueillis correspond
sensiblement au nombre et à la position des bandes protéiques révélées
par electrophorèse analytique dans la première partie des gels. Les bandes
non éluées peuvent être mises en correspondance avec celles de la 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
prélèvements temporisés à la sortie des gels de polya­
crylaroide pour des protéines solubles des diffusats de
la v2~iÉ~é TVU 2027-1-11 traitée 2 jours auparavant
ou non par une suspension des spores de l'isolat C.2017
de r. c(/p,~ici.

(19) B Tracé densitométrique des éluats obtenus par prélèvemenrs
temporisés à 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 l'isolat C.2017 de C. cap~icL.
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Parmi les protéines solubles des feuilles des variétés TVU
2027-1-11 , IAR-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 à la protéine PR de Rf 0,93 déjà mise en évidence
en électrophorèse analytique pour ces 2 variétés.

~OPHORESEDES PROTEINES DE COLUTOTIICHUM sRA

B-l Protéines du filtrat

Les divers isolats de C. cllpsici et d'autres espèœs de
C"ll~i.f>tric1JlI.ID ont été cultivés dans le milieu défini B liquide Pendant
une diZaine de jours. Les filtrats de culture ainsi obtenus sont Précipités au
(NH4nS04 à saturation et les culots Protéiques sont rePris dans du tampon
Tris-Glycine pH 8,3 contenant du 50S. L'électrophor~ en gel de
polyacrylamide de ces différents culots permet la séparation d'une série de
bandes Protéiques pour chaque échantillon.

Il ressort (figure 20) des variations importantes pour deux
isolats de C. cllpsic~ un isolat de C. li.lld~.lDlItlIia.llll.ID et un isolat de
C. d~strllct.ivll.ID dans le nombre des bandes Protéiques et leurs
positions sur les gels. ces résultats vont dans le même sens que ceux
obtenus par SAYED ~t III (1976) avec FlIsarill.ID "ZTsp"rll.ID. En effet,
cette équipe, outre la séparation des espèces de FlIsllrill.IDqu'elle signale,
réussit par analyse electrophorétique la séPération des formes udu.ID.I'
vasJJJf~ctDJD et cic#rJ de JI. 0ZTSpOrDJD. Sur l'~semble des

bandes de Rf différents obtenues pour 3 isolats de C. cllpsic~ et 1 isolat
de chacune des 4 espèœs C. i.lldièll.ID.I' C. K"ssTpi~ c. trifllJi1: C.
Ji.lld~.lDlItlIill.llll.ID 31 bandes différentes ont été caractérisées. Une
analyse de similitude a pu être réalisée comme pour les diffusats. Les
résultats (figure 2 1) permettent de regrouper les isolats de C. capsici
du niébé avec C. Ji.llde.IDlItlIia.llll.ID et C. KtlssTpii. Proche de ce
groupe PrinciPal se trouvent réunis t'isolat du pois d'Angole et C. triftlJiL
La souche de C. i-Ddicll.ID est très différen~desautres espèœs.



Figure (20) : Gels d'electrophorèse à 10 % de polyacry­
mide des protéines des filtrats de culture pour 2
isolats de C. cap~ici (C.2017 et C.P.A.), un isolat
de C. de~~etivum et un isolat de C. Lindemuthianum.
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Figure 21 Regroupement de sept isolats de Colletotrichum

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

5-2 Protéines du myœllum

cependant, les auteurs précédents ont aussi uWisé 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 1gramme de sable fin (Fontainebleau) pour 4 grammes de mycelium.
Le surnageant recueilli après broyage et centrifugation est précipité au
sulfate d'ammonium, concentré et dialysé avant d'être repris dans du
tampon Tris-Glycine pH ô,3 contenant du SDS pour electrophorèse.

cette technique Permet la mise en évidence d'un nombre de
bandes protéiques voisin de celui obtenu dans l'electrophorèse <Ses flluats
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des mêmes éctlantillons mais les bandes ne sont pas les mêmes. Là aussi,
des différences existent entre 3 isolats de C. capsici mais elles sont
beaucoup moins nombreuses que pour les extraits de filtrats.

Conclusion:

L'électrophorèse en gel de POlyacrylamide des protéines des
filtrats de culture des CDJJ~t/}triclJD. permet non seulement la
séparation des différentes espèces de ce genre mais aussi de œrtains
isolats de C. c6psici comme pour les proteines emacellu1aires de
plantes, une bande majeure est obtenue au voisinage du front de migration
du colorant traceur lors d'électrophorèse en gels à 101 d'acry1amide.
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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 la technique immunologique par hypersensibilité retardée sur des
souris.

L'hypersensibilité retardée est due à la sensibilisation des
lymphocytes T. La rencontre entre les lymphocytes sensibilisés et
l'antigène spécifique réintroduit dans l'organisme conduit d'une part à la
différenciation de lymphocytes T cytotoxiques (lorsque l'antigène est
cellulaire) et d'autre part à l'élaboration de substances non
immunogtobuliniques appelées lymphokines (EUZEBY, 1980). Ces
lymphokines, douées de nombreuses activités, Pfovoquent Pfincipalement
un afflux et une activation des macrophages d'où la constitution, en 24
heures d'un infiltrat de cellules mononuc1éées caractéristiques de cet état
d'hypersensibilité retardée. Cet infiltrat cellulaire est responsable de
l'induration et du gonflement des Pattes des souris 24 heures aPfès leur
révélation par le même antigène qui a servi à l'immunisation.

PARISH et LIEW (972) définissent les conditions
expérimentales pour la réussite de ce type d'immunisation qui sont
l'utilisation de très faibles doses d'antigènes injectées aux souris par voie
sous cutanée. MITCHINSON (1968) avait établi une carte de la réPonse
anticorps en fonction des doses et des durées d'immunisation, les travaux
de PARISH et LIEW (972) ont montré, pour une durée d'immunisation
donnée, une opposition entre les intensités des réponses anticorps et
hypersensible sur une large gamme de concentrations antigèniques. Les
caractères des réponses pour une dose donnée varient par ailleurs avec le
poids moléculaire de la Pfotéine utilisée. Deux zones de concentrations
induisant une tolérance immunitaire sont définies par l'arrêt de la
Pfoduction d'anticorPS, elles correspondent à 2 maximums de la réponse en
hypersensibilité retardée séparés par un m;minum ou zone de tolérance à
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 Pfemier
temps toutes les conditons expérimentales garantissant une meilleure
expression de la réaction d'hypersensibilité retardée pour les Pfotéines des
filtrats de culture de chamPignons et des diffusats de plantes.



61

A - MISE AU POINT DES TECHNIOUES D'IMMUNOLOGIE

A.I. - Déterminaiton de la 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 antigènes immunisants. Les protéines
recueillies après électrophorèse préparative sont ensuite diluées par du
tampon phosphate 0,1 molaire pH 7 afin d'obtenir les concentrations de 7
p.g/ml, 700 ng/ml, 70 ng/ml et 700 pg/ml. 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
après la révélation par le même antigène à la concentration de 70 p.g/ml
ont été enregistrés (tableau D).

Tableau Il Intensités des réponses immunitaires en Hypersensibilité
retardée chez des souris immunisées par différentes doses d'extrait
protéique de la bande frontale d'électrophorèse de diffusat de la variété de
niébé IAR 48.

Doses immunisantes Nb. Répétitions Inflammation (mm) 1.c. 95~ S?

700 ng/jour
70 ng/jour

700 pg/jour
70 pg/jour

5
5
5
4

0,298
0,261
0,301
0,107

0,083
0,081
0,274
0,086

S
S

NS
NS

(électrophorèse à 1O~ d'acrylamide ; révélation par des diffusats entiers
dosant 7 p.g/ml d'équivalent protéine)

Les trois doses d'immunisation les plus fortes conduisent à des
gonflements très manifestes par rapport à la quatrième dose. Le calcul des
différents intervalles de confiance montre que seuls les résultats des 2
premières doses les plus fortes sont significatives. En effet, l'intervalle de
confiance sur les résultats de la troisième dose est si important qu'il
annu11e la positivité de ce résultat surtout quand on tient compte de la
valeur de l'intervalle calculé sur l'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 l'épaisseur moins l'intervalle de confiance est inférieure à 0,10
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Figure (22) : Réponses immunologiques de souris immunisées.
en hypersensibilité retardée par 2 doses de l'extrait
protéique de la bande frontale du filtrat de culture
de l'isolat C.2017 de C.c~p~ici en présence ou non
de Cyclophosphamide.
A '" dose immunisante de 1 ~ g/ jour + Cyclophosphamide
(50 mg/kg de souris)
A' = dose immunisante de 1 ~ g/ 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.



62

mm. le résultat obtenu n'est pas considéré comme significatif.
Par rapport à la courbe de PARI SB et LIEW (1972) ont peut dire

que les 4 doses que nous avons utilisées se situent dans la première partie
de la dite courbe correspondant aux doses fortes. En effet, nous constatons
entre les 2 premières doses positives et la quatrième dose négative une
diminution de la réaction d'hype~nsibilité retardée. En poursuivant sur
cette courbe. la diminution de la quantité de t'antigène immunisant ,on doit
observer une augmentation de la réponse cellulaire dans la zone des très
faibles doses. Cependant, les réponses individuelles des souris deviennent
de plus en plus aléatoires avec les faibles doses. pour des durées
d'immunisations raiso~bles (cf 700 pg/jour).

Ces résultats suggèrent dans nos conditons expérimentales une
immunisation avec des doses de protéines de diffusats de plantes de l'ordre
du p.g 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 même occasion que l'utilisation d.es
antigènes protéiques du diffusat de plante à des doses de l'ordre de 100 pg
par jour rend les souris tolérantes à l'immunisation.

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

A.2. - Utilisation du Cyclophosphamide (Endoxan)

AllO "t 61. (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 albumin) à des doses
comprises entre 15 et 150 mglKg de souris permet une augmentation de la
réponse par la réaction cellulaire. POLAK et TURE (1974) montrent que le
Cyclophosphamide a la propritété de briser la tolérance immunologique
auparavant établie avec les antigènes 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'antigène( 1 Jlg 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 après la révélation
par le même antigène 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 pattes avec les souris non traitées par l'antibiotique. on
passe à 1.44 mm d'épaisseur pour les traitées.
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Figure (23) : Différenciation immuno1ogique de 4 variétés
de niébé par la réaction d'hypersensibilité retardée
contre les protéines de la bande frontale d'électro­
phorèse en gel de po1yacry1amide (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 à l'augmentation avec les souris
traitées s'observe mais les 2 résultats ne diffèrent pas statistiquement.

Il ressort de cette expérience que l'utilisation du
cyc1ophosphamide entraine une augmentation du gonflement dans la
réaction cellulaire"", cet agent se comporte comme un adjuvant
d'immunisation.

Dans une autre expérience, nous avons établi la tolérance
imunologique suite à l'immunisation des souris par de très faibles quantités
de protéines de la bande frontale du diffusat de la variété TVI
3236rrémoin, 70 pg/j). Avec le cyc1ophosphamide utilisé après
établissement de la tolérance, une réPonse dbypersensibillté est notée
lorsqu'on fait une immunisation de rappel avant de procéder à une
deuxième révélation avec le même antigène.

B - ANALlSE 1MMUNOLOG1QUi DES PROTEINES DES DIFFUSATS DES
PLANTES

B.l. Etude des bandes frontales

a) Diffusats témoins

Les fractions protéiques contenues dans la bande frontale de la
variété TVI 3236 non traitée ont été recueillies en ele<:trophorèse
préparative. Le Cyc1ophosphamide a été utilisé comme adjuvant
d'immunisation avant de réaliser les injections (700 ng/jour) de la fraction
antigènique 'bande frontale-. La révélation a été déterminée dans le but de
rechercher d'éventuelles parentés entre variétés de niébé .

Les résultats (figare 23) montrent que l'épreuve par les
protéines totales de la variété TVI 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 TVI 3236 contient des antigènes spécifiques de cette variété de
niébé. Nous avons cherché à voir si ce résultat pouvait se répéter avec les
protéines frontales d'autres variétés de niébé.

Une immunisation directe de 5 jours avec les protéines de la
bande frontale de la variété Locale Gorom suivie d'une révélation au 7ème
jour par les protéines totales de la dite variété et de 5 autres variétés de
niébé a permis d'obtenir les résultats du tableau III. Au vu de ces
résultats, les protéines totales de 3 des 6 variétés de niébé utilisées en
révélation reconnaissent l'antigène immunisant: Locale Gorom (la variété
homologue), Vita-4 et TVU 2027-1-11.
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Tableau III Différentiation immunologique de 6 variétés de niébé par
réaction d'hypersensibilité retardée de souris contre les protéines de la
bande frontale d'électrophorèse en gel de polyacrylamide (10') du diffusat
foliaire de la variété LOCALE GOROM

DIFFUSAT DE REVELATION Inflammation (mm) seuil de signification

LOCALE GOROM (Homologue)

MOUGNE
IAR 48
IN 1

VITA4
!VU 2027-1_11

0,222

0,104
0,011
0,095

0,380
0,176

HS

NS
NS
NS

HS
S

La bande frontale de la variété Locale Gorom contient donc au
moins un antigène sPécifique de la dite variété, associé à des antigènes
communs avec d'autres variétés dont Vita-4 et !VU-2027-1-11.

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

Nous avons par la suite cherché à isoler l'antigène spécifique en
effectuant une purification sur gel de Séphadex G-75 des Protéines de la
bande frontale de la variété Locale Gorom, puis en immunisant les souris
avec les 2 pics Protéiques mis en évidence aPrès 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 à immuniser
des souris à la doses de 1 pg/j. L'antigène A a servi à révéler les souris
immunisées par A et Bet vice-versa.

L'analyse de variance effectuée sur les résultats du tableau
1111 corresPondant aux intensités des inflammations des pattes des souris
24 heures aPrès 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 d'antigènes. 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.



TV U 2027

IAR -48

VITA ·4

TVX3236

_---- --...i.0;....1O.:..- 0....,;,_15 -----i0.....,2_0 Enflure en mil

•

Traitements

Figure (24) : Réponses immunologiques de souris immunlsees
en hypersensibilité retardée par les protéines situées
en troisième position derrière la bande frontale de la
variété TVX 3236 en electrophorèse sur gels de
polyacrylamide à 10 %.
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Tableau 1111 Intensité de 1bypersensibilité 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
AA

TRAITEMENTS
AB BB BA

1
2
3
4
5

MOYENNES

0,885
0,952
0,836
0,967
0,930*

0,914

0,326
0,310
0,773
0,523
0,440*

0,474

0,258
0,456
0,806
0,608
0,240

0,473

1,094
0,413
0,927
0,668
0,916

0,803

*DoMéK mcnpmtes CGIcWéts par la fOl'1tdt • VATES
ln quotA combtnatsGl.s • ~t utIt:Hts sont désiPts par 2 tft1rts dont la prtmiin
corrKpOnd à l'antigènt Wnnu\isant .t la deuxièmt à l'antigènt,..~.

Analyse de la variance
Origine de la variation

Blocs
Traitements

F calculé
1.195
6,26

F théorique
3,36 (0,05)
6,22 <0,00

S?
NS
HS

BBAB
Il

===

BA AA
1 1

====:&&

Les protéines des bandes frontales sont donc spédfiques de la
variété et cette spédfidté est plus manifeste avec le pic de faible poids
moléculaire contenu dans cette bande. L'eXistence d'une non spédfidté
immunologique, que l'on peut mettre en éVidence en immunisant avec des
protéines contenues dans une bande située en arrière de la bande frontale
permet aussi de confirmer que la bande frontale est bien responsable de la
spédfidté variétale (fIgure 24).

b) Diffusats de plantes traitées

De la même manière que pour les diffusats témoins, nous avons
procédé à l'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 JJ1 d'une solution de bande
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frontale de la variété TVU 2027-1-11 traitée par la souche C.20 17 de
CD//#tDtrid.. e6psiei. Un seul lot de témoins a été utilisé pour
l'ensemble de l'expérience. Pour cette raison, les résultats enregistrés
portent sur les comparaisons des épaisseurs des pattes par rapport au
témoin.

P (0,05

P('0,05

NS

NS

NS

TVU2027-1-11/C PA

TVU2027 -1-11/C2017

IAR-48/ C 2017

IAR-48/C PA

TVX1999/CTN

0,1

Traitements

0,2 0,3 0,4
Enflure en mm

Figure (25) : Réponses immunologiques en hypers~~sibilité
retardée de souris immunisées par les protelnes frontales
du diffusat de la variété de niébé TVU 2027-1-11 traitée
par la souche C.2017 de C. cap~ici.

Les résultats positifs sont notés uniquement pour les diffusats
double homologue et homologue par rapport à la variété utilisée lors de la
révélation, ils permettent de conclure à la nature antigénique spécifique de
variété, des protéines de la bande frontale des diffusats traités. En effet,
lorsque la révélation est faite aVe( les protéines des diffusats double
hétérologue (IAR-4&/CPA ; TVX 1999-01F/eTN) ou hétérologue par
rapport à la variété (IAR-48/C.20 17), aucune spécificité n'est décelée.
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B.2. - Etude immunologique des bandes P.R.

Pour une première analyse, le phénomène de tolérance
immunitaire a été utilisé car les antigènes comparés sont supposés très
voisins. Cinq injections, de la fraction P Rde la variété IAR-48 traitée par la
souche C 2017, à la dose de 1,5 p.g/jour ont permis l'établissement d'une
tolérance. C'est-à-dire que lors d'une révélation par divers antigènes,
homologues ou non (figure 26), les réponses inflammatoires ne sont pas
signüicativement différentes de zéro.

ilfI._me.
0.5 "-0.4

0.3

0.2

-0.1
t1lKK TYUIC INUC IARlTém TWI IAR/CTH Dfffusm
lTémoirI 2017 2017 0... TémoirI rivélebws

Figure 26 Preuve de l"établïswment dOnne toléraace immunitaire à
la bande PI dOWl diffusat de la variété lAi 4& traitée par l"isolat
C20 17 de C. capsid

Une deuxième série d'immunisations avec une dose diX fois
moindre (150 ng/jour) à alors été entreprise avec la solution protéique de
la bande PR de la variété Locale Gorom traitée par l'isolat CTN en vue de
rendre les souris hypersensibles vis à vis d'éventuels antigènes propres à
cette bande tout en éliminant l'effet des antigènes communs à d'autres
variétés de ntébé.

L'analyse statistique des résultats de la (fIgUre 27) permet le
classement des moyennes des inflammations des pattes et la mise en
évidence de deux groupes de réponses .
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0,09 0,11 0,15

========

6ô

F A B
1 1 1

0,29 0,34 0,37

--------------------
• le groupe des réponses significativement positives constitué par les

diffusats LOCALE GOROMICTN (A et B) et LOCALE GOROM !témoin CF)
• le groupe des réponses non significativement positives constitué

par les diffusats!VU 2027-1-11lC.2017 (D), TVI 1999-QIFIC.l2017 CE) et
TVI 1999-0 IFrrémoin (C).

Dans les résultats du premier groupe cité, on remarque que la
révélation des souris par le pic plUS concentré qUi a servi à 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 paUlogènes au niveau des bandes PRo
Pour simplifier, nous avons cherché d'abord à révéler une spécificité vis à
vis de ragent patllogène utilisé lors du traitement des plantes.

La spécificité par rapport à la souche de champignon a été
établie en utilisant les bandes PR des diffusats de la variété IAR-4ô trai~

par C.20 17 (diffusat IAR-4ô/C 2017) comme immunogène. La révélation a
été effectuée par l'antigène homologue et des diffusats de deux autres
variétés : IAR-4ô/C 2017, IAR/CPA, TVU/C.20 17, TVUlTémoin et
TVX/C2017 (fig. 2&). Les révélations par des diffusats TVU/C 2017,
IAR-4ô/C 2017 et TVI/C2017 répondent positivement alors que
TVUrrémoin donne un résultat négatl!. Ce qui revient à dire que les souris
immunisées ne reconnaissent que la variété du diffusat et/ou la souche de
CtJJJetoulc./JULII utilisée pour indUire le diffusat.

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

• une spécificité variétale
• une spécificité concernant la souche qui a servi à traiter la plante.

Ces résultats viennent confirmer ceux trouvés avec les bandes
PR dans d'autres couples hôte-parasites (VEDIE, 19ô4 ; BARAKAT 19ô5).
Quel est le rôle précis de ces protéines dans les relations entre la plante et
le parasite? Lbypotllèse d'un rôle 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 plutôt intervenir dans le mécanisme de reconnaissance entre
111ôte et l'agent patllogène.
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A supposer que ces bandes correspondent à des espè<;es
moléculaires uniques, ce qui semble avoir été démontré par CARR ~t al.
1982, les caractères de leurs spécificités immunologiques semblent
indiquer la présence sur ces molécules de domaines constants,
caractéristiques des variétés ou des espè(es végétales, et de domaines
variables, sPécifiques des agents pathogènes stimulateurs de leur
néoformation.

C - ANALYSE IMMUNQLOGIOUE DES FILTRATS DE CULTURE

B
1

C
1

L'électrophorèse en gel de polyacry1amide des protéines
contenues dans les filtrats de culture des C()llet()tricltD.lIl spp. a
Permis par cette technique de différencier les 3 isolats de C. capsici
(C-20 17, CPA et CTN). A partir de ce résultat très intéressant, nous avons
entrepris une analyse immunologique sur une bande protéique commune
par son Rf à tous ces isolats. Il s'agit de la bande frontale majeure de Rf • 1
et qui est bien individualisée sur tous les gels à 101 d'acrylamide.

Une solution immunisante (1 J1g/jour) constituée des protéines
de la bande frontale de l'isolat C.20 17 a été préparée à partir d'une
extraction de gels d'electrophorèse. Quarante huit heures avant le début
des immunisations, les souris ont été traitées au cyc1osphosphamide (50
mglkg de souris) pour Permettre une meilleure expression de la réaction
immunitaire. Les révélations sont faites par injection de 50 )Il de solution
proteique concentrée de filtrat de culture des isolats de C. 2017 (B), CPA
(D) et CTN (C) et C. destrDctivD.III (A) dans une patte arrière. Les
résultats ont fait l'objet d'une analyse statistique.
Test de DUNCAN

DA
1 1

S?
O,10J8 0,154

••••
0,289

•
0,463

Toutes les souches du chamPignon sont reconnues par les souris
immunisées par l'isolat 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
la souche homologue C. 2017 (B) qui se différencie nettement des deux
autres C. capsici (C et D) Ces deux autres sont eUes mêmes différentes
entre elles, l'isolat du pois d'Angole (D) se rapprochant plus de C.
destrDcüvD.lIl (A).

Cette expérience répétée avec d'autres isolats de
C()llet()t.ricltD.lIla Permis la confirmation de ces résultats.
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Conclusion:

L'immunologie des bandes frontales protéiques des filtrats de
culture de champignon permet une séparation des espèces appartenant au
genre C()JJ~totric1J1JJII et même des isolats différenciés par la
morphologie de leur colonie (comme CTN et C 2017) et leur pouvoir
pathogène (gamme d'hôte). Les protéines de la bande frontale majeure
semblent porter des motifs antigèniques spécifiques des différentes unités
taxonomiques à la manière des antigènes majeurs d'histocompatibilité des
animaux. On retrouve le même type de spécificité qu'avec les variétés de
plantes et ceci dans la même bande frontale.
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D ANALYSES SEROLOOIQUES SUR DES PROTEINES DE NIEBE ET DE
COLLETOTRICBUM

Les antigènes protéiques utilisés ~n immunisation à faib1~ dose
favorisent la réaction d'hypersensibilité r~tar~ au détrim~t d~ la
réaction humora1~. Néanmoins, il Y a touiours un~ production d'anticorps
plus ou moins importante pour les doses plus élévées qui provoqu~t la
toléranœ contr~ l'hypersensibilité r~tard~ (PARISH ~t LIEW, 1972).

Dans l~ ~xpéri~~ précéd~ntes, nous avons utilisé d~ doses
d'immunogène~ filtrats de champignons ou~ diffusats de plantes se
situant dans la premièr~ parti~ de la courbe d~ PARISH ~t LIEW (1972)
marqu~, ~ princi~, par un~ production notable d'anticoprs.

Dans l~ but d~ complèter les résultats d'hypersensibilité
r~tard~, nous avons réalisé des tests sérologiques par l~ prélèv~mentdu
sang d~ souris immuni~ par l~ ban~ frontales sépar~ par
~l~trophorès&~ g~l d~ polyacry1amid~à 10 ~. Les bandes frontal~ étant
spécifiques de la plante ou du pa.thogèn~ ~ hypersensibilité r~tardH, l~ur

utilisation devrait conduir~ éga1~~t à la production d~ sérums
spécifiques.

Nous avons cherché à vérifier cette hypothèse par la réalisation
d~ tests d'immunodiffusion doubl~ ~n mi1i~u gélosé selon la techniqu~

d'OUCHTERLONY (1958).

Dl - CAS DES PROTEINES DE PLANTE

Le premier sérum utilisé a été produit après immunisation des
souris par la fraction la plus lourd~ (B) d~ la bande frontal~ protéiqu~ d~

diffusat d~ la variété LOCALE GOROM. ~tte fraction a été isol~ après
filtration sur g~l de Séphad~x G 75 à partir du pic frontal du diffusat
recueilli après électrophorèse préparativ~ ~ g~l de polyacry1amide à 10 :Co

Le sang prélévé sur les souris est c~ntrifugé ~ndant~viron 5
min. à 1 000 tours 1 min. L~ sérum est placé dans l~ puits c~ntra1 r~ndu

étanch~ à sa base par un~ goutte d'Agar. Nous avons utilisé 5 antigènes
révélateurs dans les pics périphériques

A • Protéines du Pic A (fraction d~ faibl~ PM issu~ d~ la band~

frontale de la variété Locale Gorom)
B -= Protéines du Pic B (fraction plus lourde issue de la bande

frontale de la variété Loca1~ Gorom), antigèn~ homologue.
C• Protéines totales de la bande frontale de la variété TVI 3236
D • Bande protéique n° 4 (en partant du bas des gels) de la variété

TVX 3236
E =Diffusat non conœntré de la variété TVI 3236.



a) serum anti Local Gorom

tvléI"ants à Local G<)[Gill pu~.::,

immunisés par TVX32 36
(bande frontale) après
traitem€'nt par l'End')xan

2 Serum anti B

3 Serum d 'animaux rendus

Antigènes révélateurs

A Pic A
B Pic B }Ba~~e. frontale de la

vaneté Locale Gorom
C Bande frontale TVX3236

o Bande n 0 4 TVX3236
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b) serum anti- TVX 31.36

Figure 29 Immunodiffusions dïmmunserums préparés
contre des bandes frontales d"électrophorèse 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, 1de
molarité 0,1 Mutilisé dans la préparation du milieu gélosé.

Ces différents traitements placés dans les puits périphériques
ont donné les résultats de la figure 29 a. Les antigènes des pics A et B
répondent aVK l'antisérum n° 2 anti B par la présence de 2 arcs de
préctpitation. Ces antigènes contenus dans la bande fontale protéique de la
variété Locale Gorom sont probablement encore en mélange à l'issue de la
filtration sur gels. Ils pourraient aussi porter des motifs antigéniques
communs. Rappelons que cette réaction croisée a déjà été déœl" par la
réaction d"hypersensibilité retard". Les protéines de la bande frontale de
la variété TV! 3236 (puits C) réagissent aVK t'antisérum par la présence
d'une seule ligne de préctpitation traduisant ainsi t'existence d'une
communauté entre les variétés. Cette communauté antigènique se retrouve
plus faiblement au niveau des protéines du pic n° 4 de la même variété
TVI 3236 (puits D).

La réponse négative observ" par le diffusat TV! 3236(puits E)
s'explique par sa faible concentration en protéines. Un autre antisérum a
été confronté aux mêmes antigènes révélateurs (figure 29 b). Il s'agit de
t'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 TVI 3236 après traitement Par l'Endoxan.

Une seule ligne de préctpitation révèle, comme dans le cas
précédent, une communauté antigènique entre le pic B de la variété Locale
Gorom et la variété TV! 3236 (bandes frontale et n° 4). Cette expérience
montre, en outre, qu'une tolérance établie peut être lev" par un
traitement antisuppresseur au cyclosphophamide Œndoxan) rendant
t'animal susceptible d'être à nouveau immunisé par un antigène
antérieurement toléré.

L'étude de ces deux antisérums semble montrer qu'il existe
entre les deux variétés considérées au moins un système antigènique
commun (B) . De plus au moins un système antigènique 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 t'isolat C. 2017
après séParation par électrophorèse en gel de polyacry1amide à 10 1. Les
antigènes révélateurs utilisés sont constitués Par les protéines des filtrats
des champignons suivants: C. d#gtrl1etJVl1.111~ C. JJDd#.IIIIIt1Ji6DIIIII,
et les isolats CPA , CTN et C. 2017 de C. capaici Le témoin est toujours
constitué Par le tampon phosphate. Après 2 semaines d'incubation, nous
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avons représenté les résultats sur la figure 30. Il se forme 2 arcs de
précipitation en face des puits contenant les protéines de C. 2017 et CTN.

Il Ya spécifidté par rapport à l'origine d'isolement de la plante
marqu~ par les signes de précipitation des 2 isolats issus de niébé. On
retrouve les mêmes résultats en sérologie qu'en hypersensibilité retardée
où l'utilisation de la bande frontale de l'isolat C. 2017 en immunisation
permet de différender les isolats de C. c6psid, issus du niéW de celui
issu du pois d'Angole.

Antigènes révélateurs

1 C 2017
2 c. ji.Dde.OJlJlbi3.DlJ.OJ
3 C. dest-flJct.iVlJ.OJ

4 CTN
5 CPA
6 Tampon phosphate

S Serum anti-C 2017

Figure 30 Immunodiffusion pour un serum préparé contee le
SlUnageant ete culture ete I"isolat C 2017 ete C. c6paici.

Corlc1usion

Grâce à l'utilisation d'antigènes séparés par électrophorèse en
gel de polyacrytamide il a été possible d'obtenir, tant en hypersensibilité
retardée (réaction cellulaire) qu'en sérologie (réaction humorale), des
réactions spécifiques soit des variétés de niéW soit des souches de
champignons isolées sur des hôtes différents,

Les bandes frontales d'eltctlopbortse de fractions prottiqutl
extracellu1aires, puisque recueillies dans les filtrats de culture ou les
diffusats de feuilles, contiennent des antigènes spécifiques de souches ou
de variétés. Une étude immunologique élargie à un plus vaste ensemble de
variétés et de souches serait désormais utile, afin de prouver cette nouvelle
voie d'identification des taxons et surtout, grâce à une approche génétique,
d'approfondir la connaissance des relations entre hôtes et agents
pathogènes.



COIfCLUSIOIf GEIfERALE.
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Le souci premier au cours de ce travail a été de
proposer une méthode 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.

Après 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 constiblant pas une garantie totale
quant à l'infection des plantes par d'autres sources d'inoculum,la nécessité
d'améliorer la résistance variétale s'est imposée, ce qui entraîne la
n~essité d'une méthode fiable de mesure de la sensibilité et d'une
meilleure connaissance de la biologie de l'interaction hôte-pathogène. C'est
pourquoi sont nées les recherches biochimiques, biologiques et
immunologiques sur les supports mol~ulaires de la relation hôte-parasite.

En ce qui concerne le premier point ébldié, l'hypothèse
de base était de voir si l'utilisation d'un fongicide systémique en traitement
des semences pemettrait de réduire le taux de la maladie jusqu'au moment
de la r~olte. 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 à la
maladie des taches brunes a n~essité la mise au point d'un système de
criblage au laboratoire. Au cours de cette éblde, les résultats de
l'inoculation sur jeunes plantes au laboratoire sont compatibles en général
avec ceux du champ pour les mêmes variétés. cette éblde a permis de
d~eler quelques variétés de niébé moins sensibles à la maladie des taches
brunes. La technique de criblage à partir de plantules de niébé agées de 3
semaines peut être retenue. Toujours dans cette éblde, la présence de 2
souches différentes de C. capsici sur niébé au Burkina Faso a été
d~elée.

Pour ce qui concerne le deuxième aspect. de ce travail,
la synthèse de nouvelles protéines au cours de l'interaction
niéW-CoJJ~tOtrjc1J1UII a pu être démontrée et confirmée à 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 mêmes parasites. L'utilisation immunologique de ces protéines
tant en h~sensibilité retardée (réaction cellulaire) qu'en sérologie
(réaction humorale) a permis la mise en évidence d'une s~ificité des
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protéines de faible poids moléculaire aussi bien pour les souches de
CoJJetotricllll.lll 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 CtJJJettJtricllllJD 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 proœines de faible poids moléculaire
pour différentes unités taxonomiques de plantes et de parasites à la
manière des antigènes majeurs dbistocompatibi1iœ des animaux. Ces
motifs antigéniques pourraient être utilisés, après purification, pour
identifier soit les variétés soit les souches d'agents pathogènes dans des
recherches de sélection ou de pathologie.
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