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INTRODUCTION GENERALE
ET
PRESENTATION DE L'ETUDE

Verse parasitaire due a la Nécrose du collet. (Photo

: H. Brun)
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INTRODUCTION GENERALE

Le Colza est unc espéce oléoprotéagineuse dont I'huile obtenue aprés trituration des graines
est essentiellement destinée 4 l'alimentation humaine. Grace a 'amélioration de la qualité des graines,
les tourtcaux (sous-produits de la trituration) entrent de plus en plus dans la composition des
aliments des bovins et des porcs tandis que les graines entiéres trouvent un débouché dans
l'alimentation de la volaille. Depuis quelques années, les débouchés des praines de Colza sc
diversifient et touchent en particulier le marché de la carburation qui ouvre de nouvelles perspectives

intéressantes pour cette culture,

Sur le plan agronomique, le Colza ticnt une place importante dans les assolements céréaliers.
L'amélioration de la structure du sel, la restitution de quantités importantes d'éléments minéraux
(azote, phosphore et potassium) et de maticres organiques au sol aprés la récolte font du Colza unc
bonne téte d'assolement. Certaines pratiques agrcoles (fertilisation azotée et traitements
phytosanitaircs) suscitent de nombreuscs interrogations sur leurs conséquences sur la qualite de
'environnement. Cependant, le Colza d’hiver, culture annuelle & eycele long, a un impaet positif sur

I’environnement par la limitation du lessivage des nitrates (CETTIOM, 19933,

La création de cultivars adaptés aux besoins alimentaires et industriels a permis un
accroissement important des surfaces cultivées et de la production frangaise de graines de Colza.
Toutefois, la réforme de la Politique Agricole Communc (PAC) mstituc le gel des terres cultivées (2
un taux de 15 % de 1992 4 1993 puis a 10 % en 1996) et fixe des quotas de production des graines
oléagineuses. Elle prévoit cependant l'exploitation des terres gélées a des fins non alimentaires. Le
développement du biocarburant a base d'esters de méthyle d’acides gras dont le diester, crée une

conjoncture tres favorable a la culture du Colza énergétique sur jachéres dans 1'Union Européenne.

La satisfacticn des besoins alimentaires et industriels (lubrifiants et lipochimie) ainsi que
I'évolution de la culture du Colza reposent en partie sur l'assurance de marges bénéficiaires aux
agricultcurs. La réduction des cotits de production et la régularit¢ des rendements nécessitent la
création de cultivars plus résistants aux différentes contraintes. En effet, la culture du Colza est
confrontée 4 de nombreuses adversités parmu lesquelles la Nécrose du collet due a Leptosphaeria
maculans constituc un facteur important a prendre en considération.

Longtemps décrit sur le Chou puis sur le Colza. L. macwlans est un champignon

Ascomycéte trés polymorphe capable d'attaquer de nombreuses Cruciféres cultivées ct sauvages
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(Petrie, 1969). Deux sous-populations sont identifiées par les caractéres culturaux, biochimiques,
moléculaires et le pouvoir pathogéne des souches sur le Colza. La sous-population dénommée
‘fortement pathogene' (groupe A} se distingue de la sous-population 'faiblement pathogéne' (groupe
B} par sa capacit¢ a induire la nécrose du collet. En outre, seules les souches du groupe A sont
capables de produire des périthéces in virro. Les croisements entre le groupe A et le groupe B sont

impossibles bien qu'ils forment tous les deux des organes sexués au champ.

Le champignon peut se conserver pendant plusieurs années (Alabouvettc ct Brunin, 1970)
sous forme de mycélium dans les débris de culture de Colza. A la faveur de conditions climatiques
adeéquates, se différencient des périthéces dont les ascospores sont a l'origine des infections primaires
des l'installation des cultures. L. maculans peut se manifester tout au long du cycle de la culture et

sur tous les organes de la plante.

C’est en France que la premigre épidémie de Nécrose du collet a été observée sur le Colza.
dans le Cher en 1964/1965, occasionnant des pertes de rendement de 50 % (CETIOM, 1992).
Depuis, la maladie s’est également développée dans tous les pays producteurs de Colza avec

toutefois des répercussions variables sur le rendement en fonction des régions et des années.

L exploitation de la variabilité génétique intraspécifique pour la résistance § Ia Nécrosc du
collet a permis de commercialiser en France les premiers cultivars résistants : ¢v. Ramsés en 1970
puis cv. Jet Neuf en 1977, Le niveau élevé de la résistance partielle au stade adulte du cv. Jet Neuf a
permis de réduire considérablement et durablement !’incidence de la Nécrose du collet en France et
en Europe (Gladders et Musa, 1980). Cependant, trop riche en glucosinolates (90 pmoles/g de
graines entigres), i a été progressivement remplacé par des cultivars dits double-zéro ('00"} dont lc
cv. Darmor (en 1984) sans acide érucique et a plus faible teneur en glucosinolates. Le cv. Darmor
présente également une bonne résistance partietle au stade adulte & L. maculans. A 'exception de
guelques cultivars (cv. Vivol et dans une moindre mesure le cv. Goéland), la plupart des cultivars a
trés faible teneur en glucosmolates actuellement cultivés en France ne présentent pas encore une
résistance suffisante 4 la Nécrose du collet. La culture de ces cultivars sous des conditions
climatiques particuliérement favorables a contribué & faire de la Nécrose du collet le probléme
parasitaire le plus important sur le Colza en France et en Europe durant ces dix dernieres annces.
Cette situation est aggravée par la diminution de la durée des rotations subséquente a |'intensification

de la culture du Colza.

Le probléme se pose avec d'autant plus d’acuité qu'il n'existe pas de lutte chimique

exploitable en grande culture et que les méthodes prophylactiques ne permettent pas un contrdle
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efficace dans les régions déja infestées. De plus, pratiquement tous les cultivars de Colza comprenam
celles & résistance partielle au stade adulte, sont sensibles au stade jeunes plantes. McGee et Petrie
(1979) ont montré que des dégats importants de Nécrose du collet peuvent étre observés si les

infections interviennent avant le stade 6-femlles.

Afin d'améliorer la résistance du Colza notamment au stade jeunes plantes et sur feuilles, des
sources de résistance ont été prospectées chez des espéces voisines. Une résistance totale s'exprimant
dés le stade jeunes plantes a ¢té mise en évidence chez les Moutardes (Roy, 1978). Elle s¢ manifeste
par une réaction de type hypersensible. L utilisation de cette source de résistance devrait permettre
de protéger la culture dés le stade cotvlédonaire. Les premuers hybrides interspécifiques entre un
Colza et une Moutarde brune (Brassica juncea) ont été obtenus par Rov (1978). Ces hybrides
présentent une résistance totale aux stade jeunes piantes et adulte au champ (Roy, 1984). Depuis ces
travaux originaux, aucun cultivar portant ce type de résistance n'a ét¢ commercialisé jusqu'a nos

jours,
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PRESENTATION DU SUJET

En France, les différents programmes d'amélioration de la résistance du Colza a la Nécrose
du colict sont basés sur I'exploitation de la variabilité intraspccifique et interspécifique (Chevre ef
al., 1991; Declourme et al., 1995). Des lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune quasi-
1sogeniques stables (2n = 38) résistantes au stade cotylédonaire et 4 la Nécrose du collet au champ
sont obtenucs 4 la Station d'Amélioration des Plantes & I'TNRA-Le Rheu. Contrairement a la
résistance partielle au stade adulte du cultivar de Colza Jet Neuf dont la durabilité a été éprouvée
dans de nombreux pays, nous manquens de recul pour juger de 'cfTicacité ct surtout de la durabilité

de cettc nouvelle source de résistance vis-a-vis d’une espece aussi vanable que L. maculans .

En Australie, Salisbury ¢t Ballinger (1993) mettent en évidence des souches agressives sur
des cultivars de 8. jurcea (Stoke et Zana) dans les populations de 1. maculans isolées de résidus de
culture de Colza. Par conséquent, des souches du parasite possédant les gencs de virulence
nécessaires pour contourner la résistance totale de la Moutarde brune peuvent exister ou apparaltre

dans les populations du champignon.

En Bretagne (France), H Brun (comm. pers.} n'observe aucun symptdme tvpique de la
maladie {macules, nécrosc du collet) mais note, en fin de culture, la préscence de notrcissements sur

B. juncea cv. Picra A partir desquels des souches de L. maculans peuvent étre isolées.

Ces différentes observations indiquent que le risque de contournement de la résistance
d'origine Moutarde brune ne peut étre écarté dans le contexte de culture du Colza en France. Avant
de mettre en place des essais multilocaux ct pluriannucls trés cotteux mais nécessaires a ’évaluation
de cc risque, nous avons mis au point une méthode expérnimentale au champ nous permettant
d'évalucr l'efficacité et la stabilité de la résistance des lignées de recombinaison et d'approcher autant

que possible la notion de durabilité définie par Johnsor (1984}

Le principe général des expérimentaticns conduites au champ repose sur 1’accroissement
éventuel au cours du temps de la fréquence des souches agressives sur la résistance d'origine
Moutarde brunc face a la pression de sélection exercée sur les populations de L. maculans par ce
type de résistance. Trois lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune, un cultivar de la
Moutarde brunc ct des cultivars de Colza présentant différents niveaux de sensibilité sont semés au

champ c¢n 1993-1994 et en 1994-1995 suivant un disposit:f cxpérimental identique d’une annee a
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l'autre (annexe 1). L’utilisation des restes de culture de 1'essai précédent. en particulicr ceux
provenant des génotvpes resistants, pour inoculer 1'essal suivant constitue la base de ce dispositif

expérimental.

A partir de ces expénmentations, nous avons développé des €tudes sur
1)-'effet de la résistance de type Moutarde brune sur la structure des populations de
L. maculans afin de détecter éventuellement des pathotypes aptes a4 contourner la résistance des
lignées.
2)-le déterminisme génétique de la reproduction sexuée et la caractérisation des
tétrades naturelles des groupes A et B.
3)-l'efficacité et la stabilité de la résistance des lignées de recombinaison Colza-

Moutarde brune dans différentes conditions expérimentales.



DONNEES GENERALES SUR LE PATHOSYSTEME
LEPTOSPHAERIA MACULANS-BRASSICA SPP.




Brassica nigra
Moutarde noire
(BB, 2n = 16)

Brassica funcea
Moutarde brune
{AABB, 2n = 36)

Brassica carinata
Moutarde d'Ethiopie
(BBCC, 2n=134)

Brassica campestris Brassica napus Brassica oleracea

Navette Colza * Chou
{AA, 2n=20) (AACC, 2n = 38) : (CC,2n=18)

Figure 1 : Relations génomiques entre les espéces de Brassica (U, 1935).
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Chapitre 1 : LE COLZA
B —  ____—_—— —————— ——  —— —— ——— ==

I-LE COLZA ET LES AUTRES BRASSICA

a} Caractéristiques botanigues et typologie

Le Colza, Brassica napus L. var. oleifera, est une plante herbacée de la famille des
Cruciféres résultant de I'hybridation naturelle entre le Chou (B. oleracea, CC, 2n = 18) et la Navette
(B. campestris, AA, 2n = 20). Cest donc une espéce allotétraploide possedant le génome AACC a
2n = 38. La plante peut atteindre 2 m de haut. Elle se caractérise par une racine pivotante, une tige
rameuse, des feuilles glabres et une inflorescence en grappe simple a croissance indéfinie (Renard ef
al., 1992). Le systéme de reproduction est de type autogame pour 2/3 et allogame pour 1/3 par
I'mtermédiaire d'insectes pollimisateurs tels que les abeilles (Mesquida et Renard, 1989) ou par le
vent. A maturité, les fleurs donnent naissance a des siliques qui contiennent des graines riches en
huiles 36-48 % (Mesquida et Renard, 1989). Deux types de Colza oléagineux peuvent étre
distingués : le Colza d'hiver dont la montatson nécessite 40 jours de vernalisation & des températures
infénieures a 7°C et le Colza de printemps qui n'a pas besoin de vernalisation {Mesquida et Renard,

1989). Le Colza d'hiver est généralement plus productif que le Colza de printemps.

b) Origines et relations avec les autres Crucifeéres

Le centre d¢ diversification du Colza serait, de I'avis de Downev ¢t Robbelen (1989), situd
dans le sud européen, dans la région méditerranéenne (Quiros, 1993), d’ou il aurait été introduit en
Asie au 18&me siécle, Les relations génomiques entre les six espéces cultivées du genre Brassica ont
été établies par U (1935) (Fig. 1). La Moutarde brune (B. juncea) et la Moutarde d'Ethiopie (5.
carinata) sont des espéces amphidiploides dérivant de l'hybridation entre les espéces diploides

correspondantes (Fig. 1).
c} Géographie de la culture des Brassica oléagineux

Les six espéces de Brassica sont cultivées principalement pour des besoins alimentaires.
Parmi celles-ci, nous nous intéresserons tout particuliérement au Colza et a fa Moutarde brune. Le
Colza est principalement cultivé en Australie, au Canada, en Chine, et en Europe. En Europe, le

Colza est la seule espéce de Cruciferes cultivée pour son huile. La Moutarde brune, mieux adaptée



Tableau 1 : Production mondiale de graines, d’huiles et de tourteaux en 1994-1995 (Millions de
tonnes)

Graines Huiles Tourteaux
Arachide 17 4.4 6
Colza 26 10,3 16
Coton 33 3,8 14
Palme 4 15,3 -
Soja 115 19,7 86
Tournesol 21 8,5 10
Palmiste - 1.8 3
Mais + Gluten - - 15
Copra 5 - -

Source : O1] World annual (1995) cité par Raymond et Marquié (1995).
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aux conditions dec sécheresse que le Colza est largement cultivée en Inde. En France, cette culture ne
représente qu'environ 500 ha et est destinée a la production de la moutarde condimentaire (M.
Renard, comm. pers.). En Australic, au Canada et en Chinc, la Moutarde brune ¢t le Colza
constituent les deux principales Cruciferes oléagincuses. Au Canada ct aux USA. la Moutarde brune

est de plus en plus cultivée comme une alternative au Colza (Quiros, 1995).

11-ASPECTS ECONOMIQUES DE LA CULTURE DU COLZA

Compte tenu de l'importance économique limitée de la Moutarde brunc en France, l'analvsc
des dennées économiques ne portera que sur la culture du Colza. Cependant, l'intérét de cette

Moutarde sera également évoqué.

a) Le Colza sur le marché mondial

La consommation mondialc en huiles et graisses (végetales et animales) cst passée de 32
miliions de tonnes (MT) en 1963 4 86 MT cn 1993 soit une progression d'environ 170 % en 30 ans
(Gurtler, 1994). St la production mondiale a suivt la méme évolution pendant la période 1963-1993,
il est a noter que depuis 1986 elle ne parvient plus a satisfaire les besoins sans cesse croissants
(Rieux, 1994). Cette progression quantitative et qualitative de la demande en huiles repose sur

I'élévation du niveau de vie, la croissance démographique et I'évolution des habitudes alimentaires.

Avec une production de 26 MT de graines en 1994-1995, le Colza occupe le 3¢me rang
mondial aprés le Soja (115 MT) et le Coton (33 MT) (Tableau 1). Les 16 MT de tourteau produits
en 1964-1995, propulsent le Colza au 2éme rang mondial toujours aprés le Soja qui en produit 86
MT. Le Canada reste le principal pays exportateur de graines de Colza vers les USA, I'Union
Européenne, ['Asie et bientét la Chine et 'Amérique Latine (Gogels, 1994). Avec les estimations de
plus de 5 millions d'hectares (M ha) et une production supéneure & 7 MT, le Colza canadien joucra,
dans les années a venir, un role de premier plan sur le marché mondial en géncral et particulicrement
sur le marché communautaire réguliérement déficitaire cn graines. Par ailleurs, il restera le principal

fournisscur extérieur du marché curopéen de la trituration (Gogels, 1994).
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b) Le Colza sur le marché communautaire

La consommation européenne en huiles végétales est en constante évolution (Rieux, 1994) et
repose essentiellement sur l¢ Tournesol (1,79 MT), le Soja (1,74 MT) et le Colza (1,7 MT) en 1993-
1994.

Aprés une croissance réguliére pendant la derniére décennie, la production de Colza connait
un léger déficit entre 1992 et 1993 (Bonnet, 1994). Les cing derniéres années sont marguées par une
production en dega du record de 7,3 MT obtenu en 1991 bien qu’une légére augmentation soit
observée en 1994. Les estimations pour 1993 s'inscrivent dans cette tendance (Palleau, 1995). 1l
convient de noter que I'accroissement de la production est subséquente a la forte progression du
Colza non alimentaire qui atteint 18 % de la production globale de 1'Union Européenne en 19953
{Palleau, 1993).

Les principaux pays producteurs en 1994 sont I'Allemagne (44 % de la production), la
France (30 % de la production) et le Rovaume Uni (20 %). La production frangaise est
principalement destinée aux marchés intérieur et communautatre et dans unc moindre mesure a

T'exportation (Bonnet, 1994).

Disposant d'un potentiel mmportant dans l'industrie de la trituration, du raffinage et du
biocarburant (Gogels, 1994), I'Europe reste une plaque toumante du marché mondial des huiles

végétales en pénéral et de celles du Colza en particulier.

HI-POTENTIEL VARIETAL

L'adaptation du Colza aux besoins nouveaux et spécifiques des industries alimentaires ¢t non
alimentaires, l'augmentation de la productivité et I'assurance de la régulanté des rendements et de la
qualité des graines sont autant de facteurs qui détermineront l'avenir de la culture du Colza ainst que

celui du biocarburant (diester) et des autres industries de la lipochimie et des lubrifiants.
@) Evolution des variétés et diversité des débouchés

La production de graines de Colza, a d’abord essenticllement concemé I’alimentation
humaine et animale. Jadis discrédités pour leur forte teneur en acide érucique pouvant causer des
lésions cardiaques chez le rat (et pensait-on chez ’homme), les cultivars de Colza ‘érucique’ sont de
nos jours destinés & 1’industrie chimique. Grice aux progrés réalisés par la recherche et la sélection

dans la création variétale, la culture du Colza connait depuis un certain temps une évolution
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spectaculaire, Depuis les premiers travaux de recherches entrepris par I'ITNRA autour des années 40
(Renard ef a/.. 1992), quatre grands événements ont ponctué la progression de la culture du Colza en
France. De 1940 aux années 60, les efforts de recherches sont focalisés sur 1'amélioration des
caracténisiques agronomiques générales en wvue d’adapter le Colza aux différentes conditions
pédoclimatiques (Cauderon, 1986).

Les années 70 sont marquées par ’apparition des premiers cultivars lignées pures 'simple-
zéro' sans acide érucique dont les ¢vs. Primor (en 1974) et Jet Neuf (en 1977). L huile de Colza
retrouve ainsi, progressivement sa place dans I’alimentation humaine. Avec la création des cultivars
lignées pures *double-zéro’, sans acide érucique et a faible teneur en glucosinolates (en dessous de
35 umol./g de graines entiéres) dans les années 80, de nouveaux débouchés se sont ouverts vers
I"alimentation animale (CETIOM, 1991). Depuis l'inscription au catalogue frangais du premier
cultivar '00' en 1984 (Darmor). la gamme des cultivars '00' s'élargit réguliérement.

La modification de la teneur en certains acides gras insaturés devra permettre de disposer de
cultivars de Colza oléique et linolénique adaptés & la demande des industries alimentaircs.
énergétiques et chimiques (Renard et Pelletier, 1995} L'utilisation des huiles 4 haute teneur en acide
érucique dans I'industrie du savon, des détergents et du plastique a conduit au développement du
cultivar 'acide érucique’ Gaspard de tvpe hiver sélectionné en 1973 et commercialisé dés 1985 En
1993, 12.645 ha ¢taient cultivés en Colza-érucique en France contre 6.023 ha en 1993 (Palleau,

1995),
b) Amélioration de la productivité

Tous les cultivars cultivés en France jusqu'en 1994 sont des lignées pures obtenues par
sélection généalogique ou par haplodiploidisation. L’évolution qualitative de ces cultivars s'est
accompagnée d'un accroissement régulier de la productivité allant d’environ 18,5 g/ha en 1965
(Morice, 1992) a 32 g/ha de rendement moyen national en 1995 (CETIOM, 1995). La mise en
culture du premuer cultivar 'double-zéro’ composite hybride lignée (CHL) ‘Synergy’ en 1994/1995
signe un événement d’une grande importance dans 1’évolution de la sélection du Colza en France et
dans le monde, Le CHL Synergy est un cultivar qui résulte de I'association d'un hybride mile stérile
(80 %) et d'une lignée pollinisatrice (20 %) (Pinochet, 1994). Ce type de cultivar devrait permettre
un gain de productivit¢ d’environ 20 % (Renard et Pelletier, 1995). A l'avenir, d'autres types
d'hybrides restaurés avec une productivité encore plus élevée devraient voir le jour (Renard et
Pelletier, 1995).
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IV-PROBLEMES PARASITAIRES DE LA CULTURE DU COLZA

a) Les mauvaises herbes

La végétation adventice, outre la concurrence horizontale et verticale livrée a la culture du
Colza, est néfaste du fait des impuretés qui en résultent a la récolte et des risques concernant le
parasitisme. Au nombre des mauvaises herbes rencontrées dans les cultures de Colza, la Matricaire,
les Géraniums, le Gaillet et les Cruciféres sauvages sont les plus nuisibles (Durand. 1995). Parmi les
Cruciféres adventices, les plus fréquentes et les plus dangercuses sont la Moutarde noire et le
Rapistre qui ont des teneurs en glucosinolates dix fois supérieures 4 un Colza '00' du type Samourai
(Perny et al., 1991). La présence de ces graines qu'on ne peut séparer du Colza '00' peut entrainer le

déclassement de la récolte et causer d'importantes pertes économiques.
b) Insectes et maladies virales

Tout au long de son cycle de végétation, le Colza est l'objet d'attaques de ravageurs dont
I'mcidence sur le rendement est fonction de l'espéce et de l'organe cible. La Mouche du Chou, la
Petite et la Grosse Altise, les Charangons du bourgeon, de la tige et des siliques, la Cécidomye et le
Meéligethe constituent la cohorte de ravageurs dont les adultes et/ou les larves sont préjudiciables a la
cuiture du Colza. Les Pucerons verts (Mysus persicae) sont doublement néfastes au Colza en raison
des prélévements de séve qu'ils occasionnent et des viroses qu'ils peuvent transmettre {Vial, 1995).

Trois virus transmis par les Pucerons sont identifiés sur le Colza en France. 1l s'agit des
virus BWYV, TuMV et CaMV responsables du namisme des plantes, des déformations et des
nécroses des feuilles et des siliques. Le CaMV et le TuMV sont les virus les plus nuistbles pouvant
entrainer dans certains cas la mort de la plante. Toutefots, leur nuisibilité au champ n'est pas encore
bien établie (Vial, 1995).

¢) Maladies fongiques

De nombreuses maladies fongiques peuvent apparaitre sur les différents organes de la plante
et 4 tous les stades de végétation du Colza. Leur importance varie en fonction des années, des régions
et des organes attaqués.

Au nombre des ces problémes parasitaires, la Cylindrosporiose {(Pyrenopeziza brassicae,
f c. Cylindrosporium concentricum), ' Alternariose (Alternaria brassicae), le Mildiou (Peronospora
brassicae), 'Oidium (Erysiphe cruciferanum) sont des maladies contre lesquelles des méthodes de

lutte chimique et/ou génétique permettent de réduire les dégats.
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La Verticilliose (Verticillium dahliae) et la Hemie des Cruciféres (Plasmodiophora
brassicae) sont des maladies dont la nuisibilité n'est pas connue avec précision. Elles sont
genéralement localisées dans quelques régions de production du Colza. Les movens de lutte quand ils

existent sont d'efficacité limitée.

Des dessechements prématurés des tiges ou 'pieds secs' apparaissent dans les champs de
Colza dhiver. lIs se caractérisent par une dégradation du systéme racinaire (Brun et Jacques. 1990).
Des isolements realisés & partir des plantes malades montrent souvent la coexistence de deux espéces

' L. maculans et V. dahliae; cependant leurs roles respectifs restent a €lucider.

La Sciérotiniose (Scierofinia sclerotiorum) se manifeste par un échaundage plus ou moms
précoce des plantes occasionnant ainsi des pertes de rendement de 8 4 30 % (CETIOM, 1992). Les
pétales jouent un role essentiel dans I'évolution de la maladie. Ils servent de support a la germination
des ascospores et sont 4 l'origine de la contamination des feuilles. Si l'utilisation des produits
chimiques en traitement préventif permet de contrdler plus ou moins efficacement la Sclérotiniose,
une faible variabilité génétique est observée chez les Cruciféres vis-a-vis de cette maladie (Brun et
al., 1989). Toutefois, la sélection de génotypes de Colza sans pétales permet d'espérer une lutte

génétique efficace contre ce parasite (CETIOM, 1992).

La Neécrose du collet causée par Leptosphaeria maculans est également une maladie tres
dommageable aux cultures du Colza. Elle peut entrainer des pertes de rendement de plus de 50 %
(Petrie, 1985) et compromettre 1'évolution de la culture du Colza sous certains climats. Une
connaissance approfondie de l'agent pathogéne et des facteurs influengant la manifestation de la
maladie est indispensable pour la définition de stratégies de lutte basées sur l'utilisation de la
variabilité génétique pour la résistance existant chez le Colza et chez les Cruciféres voisines, voire

également pour le développement d'une méthode de lutte chimique.



Tableau 2 : Evolution de la pomenclature de 1"agent causal de la Nécrose du collet

Formes Appelations Hates d'onigine Pays Références
Sphaeria lingam Chou rouge Allemagne Tode {1791Y
Phoma lingam Chou fleur France Desmazigres (184Y)
P. siliquastrum Chou fleur France Desmaziéres (1849)
Asexuée P. oleracea Chou Ttalie Saccardo (1880)"
P. braxsivae Brassica sp. ? Von Thilmen (1880}
Aposphaeria brassicae Chou 7 Von Thiimen (1880}
Phoma napobrassicae Rutabaga Danermark Rostrup (1892}
Plenodomus lingam Brassica sp. ? Hohnel (1911)
Sexuée Leptosphaeria napi Brassica sp. Rtalie Saccardo {1883
L. maculans Chou Angleterre Smith et Sutton (1964)
' Cit¢ dans Henderson (1918)
“Cité dans Boerema (1976}

3Cité dans Smith et Sutton (1964)

Tableau 3 : Classification des deux formes du champignon responsabie de ia Nécrose du coilet

Forme sexuée

Forme asexude

Classe : Ascomycetes

Thalle forme de filaments généralement cloisonnés
(Septomycétes) a reproduction sexuée aboutissant
4 la formation de 8 spores sexuées contentes dans

une cellule appelée asque.

Sous-ciasse : Euascomycétes

Asques agrégés contenus dans un ascocarpe

Série : Loculoascomycétes

Ascocarpes globuleux, pourvis d'un ostiole (Périthéces).

Asques & parois bituniquées

Ordre : Pléosporales
Périthéces de couleur noire contenant des
pseudoparaphyses

Famille : Pléosporacées

Genre : Leprosphaeria

Espéce : maculansy

Ascospores allongées a 5 septa, observées sur

Cruciféres

Deutéromycétes
Reproduction par spores asexuées

Sphaéropsidales

conidies naissant dans un organe
fructification clos s’ouvrant
généralement par un pore (Pycnide)

Sphaérioidacées

Pycnides plus ou moins globuleuses 4
ostiole ou closes a parois
membraneuses, ou coriaces 4 parois
foncées.

Phoma
COuverture par ostiole.

lingam
Conidies hyalines, unicellulaires et
ovoides,

de
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Chapitre 2 : LEPTOSPHAERIA MACULANS, AGENT DE LA
NECROSE DU COLLET DES CRUCIFERES

I-CARACTERISTIQUES DE L'AGENT PATHOGENE ET DE LA MALADIE

a} Position taxinomique

En 1791, Tode décrit un champignon saprophyte sur des tiges desséchées de Chou rouge,
Brassica oleracea var. rubra, qu'il nomme Sphaeria lingam (Henderson, 1918). En 1849,
Desmaziéres découvre le méme champignon sur Chou-fleur et le classe dans le genre Phoma apres
avoir montre son caractere pathogéne sur le Chou. Au fil des découvertes, diverses appellations sont
atiribuées a diverses formes de Phoma faisant parfois référence a l'organe ou a l'espéce d'héte
parasitée (Tabieau 2). Aprés analvse des caractéristiques morphologiques et pathogéniques de
quelques souches, Henderson (1918) et Smith et Sutton (1964} s'accordent a considérer Phoma
lingam (Tode ex fr) Desm. comme la forme imparfaite de I'agent pathogene des Cruciféres, alors
que P. oleracea Sacc. serait selon Smith et Sutton (1964) une espéce saprophvte des Cruciféres jadis
attribuée a P. herbarum West, C'est en Nouvelle Zeélande que la forme parfaite de P. lingam est
découverte en 1956 et décrite comme Leprosphaeria napi (Fuckel) Sacc. puis L. maculans (Desm.)
Ces._ et de Not. par Smith et Sutton (1964).

Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. et de Not. est un champignon hétérothallique de la

classe des Ascomyeétes, Le tableau 3 fait état de la classification des deux formes du champignon.

b) Répartition et incidence économique

La Nécrose du collet est une maladie endémique dans toutes les régions productrices de
Colza, Rutabaga, Chou, Navette on autres Cuciféres susceptibles d'héberger L. maculans (CMI,
1991). L'importance économique de cette maladie est reconnue des le début du 20éme sigcle lorsque
des épidémies importantes sur Choux et Choux-fleurs sont rapportées en Europe, en Australie et

dans de nombreux états des Ftats Unis (Henderson, 1918).

En Nouvelle Zélande, Cunningham (1927) cité dans Gabrielson (1983) et Cruickshank et
Palmer (1954} observent des dégits sur Ia Navette et sur le Rutabaga. L'intensification de la culture
du Colza s'est accompagnée dans la seconde moitié du 20éme siécle de graves problémes parasitaires

dus & L. maculans.
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En Australie, le Colza est cultivé & partir de 1968 comme unc alternative aux cultures
cérealieres (Roy et Reeves, 1975). Des pertes de rendement dues a la Neécrose du collet provoquent
un recul considérable des surfaces cultivées en Colza qui passent de 41.566 ha cn 1972 4 2.225 ha
l'année suivante (McGee, 1973; Roy et Reeves, 1975). La mise en culture du cultivar résistant
Wesreo (Roy, 1978) contribue a réduire l'incidence de la maladie. La poursuite des efforts dc
sclection pour la résistance a permis le développement spectaculaire de la culture du Colza au cours
de ces dernieres annces; les superficies cultivées atteignant 430000 ha avec une production estimée
a plus de 600.000 T. Cependant, la Nécrose du collet demeure toujours le probléme parasitaire le

plus important dans ce pays (Wratten ef al., 1995),

Au Canada, l'apparition de la Nécrose du collet sur les cultures de Colza cst signalée au
début des années 1960, cependant clle v est longtemps restée un probléme mineur (Gugel et Petrie,
1992). La présence sporadique de souches faiblement pathogénes sur les plantes adultes en serait la
principale raison (Petrie et Vanderpool, 1974). Toutefois, 4 partir de 1975, des souches agressives
de L. maculans identiques a celles prévalant en Australie sont décrites pour la premiére fois dans le
centre du Saskatchewan (McGee et Petrie, 1978). Dés 1977, 17 % des champs répertoriés dans le
centre-est du Saskatchewan sont sévérement attaqués avec des pertes de rendement estimées a 20 %
(Petrie, 1978). De ces fovers d'infection, la maladie s'est propagée dans I'ensemble du Saskatchewan
provequant en 1982, une perte moyenne de 6 % pouvant atteindre 56 % dans certaines parcelles
analysées (Petnie, 1985). La culture a grande échelle du cv. Westar, fortement sensible a la Nécrose
du collet, a largement contﬁbué au développement spectaculaire de la maladie dans le centre du

Saskatchewan en 1984 ¢t 1983 (Petne, 1986).

En Europe, c'est en France que la maladie s'est d'abord manifestée avec le développement de
la culture du Colza dhiver. En 1966, des pertes de rendement de 40 % sont enregistrées (Lacoste ef
al., 1969). Avec l'extension des surfaces cultivées en Colza d'hiver dans les années 1980, la Nécrose
du collet est devenue un des problémes parasitaires les plus importants en Allemagne ou des pertes
supérieures & 20 % sont observées (Schramm ct Hoffmann, 1987). En Angleterre, de fortes attaques
de Nécrose du collet avec 50 % des plantcs nécrosées dans certaines parcelles analysgées sont
observées en 1977 (Gladders et Musa, 1980} En 1979, l'introduction du cv. Jet Neuf présentant unc
résistance particlle au stade adulte a permis de réduire la gravité des attaques de Néerose du collet au
Rovaume Uni (Gladders, 1995). La période 1993-19935 est marquée par une recrudescence des

epidémies de Nécrose du collet dans ce pays (Gladders, 1995).



Symptomes dus a L. maculans sur différents organes du Colza.

Figure 3 : Verse de plantes au champ due a la Nécrose du collet. (Photo : H. Brun)

Figure 4 : Tache sur tige (=) et nécrose au niveau du collet. (Photo : I. Somda)
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¢} Symptomatologie

La maladie peut affecter tous les organes de la plante. Deux types principaux de symptomes
se manufestent successivement au champ : les macules sur organes foliaires et la nécrose du collet de

la plante.

1) Les macules (Fig. 2)

Elles apparaissent trés tot d'abord sur cotylédons puis sur feuilles 10 4 14 jours aprés
inoculation au champ (Brunin, 1970). Elles débutent par un affaissement et une décoloration des
tissus qui prennent ensuite un aspect gris cendré. Elles se distinguent par la présence des organes de

fructification asexuée (les pycnides).

2) La nécrose du collet (Fig. 3)

C'est le symptdme le plus redoutable de la maladie. La verse due a la Nécrose du collet se
manifeste généralement au début du printemps a partir de la floraison. A la base de la tige, la nécrose
commence par une décoloration grisatre, se développe en profondeur et autour de la tige. Il en résulte
un anneau brun au niveau duquel les tissus apparaissent hégeux. Cette lésion chancreuse évolue
ensuite en 'pointe de crayon’ et aboutit & 1a cassure de la plante : c'est {a verse parasitaire qui peut
occasionner de séricuses pertes de rendement et des difficultés pour la récolte (Régnault et ai |
1987).

3) Autres manifestations de la maladie (Fig. 4)

Des fontes de semis et des pourritures racinaires sont observées en cas d'attaques précoces
(Henderson, 1918; Petrie, 1969; Gabrielson, 1983). La maladie se manifeste également sur tige (Fig.
4} sous forme de taches ovales cernées de noir {Régnault et al, 1987). Des symptodmes sont

également observés sur le pivot (pourritures racinaires) et sur siliques.

d} Cycle biologique de 1.. maculans sur Colza d'hiver (Fig. 5)

L. maculans est un champignon ascomycéte hétérothallique pour lequel la marufestation de
la phase sexuée nécessite la rencontre de thalles compiémentaires, Dans les débris de culture, le
champipnon se conserve sous forme de mycélium. A la faveur de températures douces (environ 13

°C), d'humidité et de lumiére, généralement réunies en Automne, la reproduction sexuée s'opére et
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Figure 5 : Cycle biologique de Leptosphaeria maculans (CETIOM, 1992).



Figure 6 : Périthéces sur débris de culture de Colza. Figure 9 : Pycnides présentes sur une macule foliaire.

Figure 7 : Périthéce écrasé : a) asque mature Figure 10 : Pycniospores unicellulaires.
b) paraphyse.

Figure 8 : Ascospore a six cellules. = : septum central. a: appendice hyalin rond. (Photos : 1. Somda)
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donne lieu 2 la différenciation des périthéces sur les débris de culture (Fig. 6) maintenus a la surface

du sol (Lacoste et a/., 1969 Alabouvette et Brunin, 1970) : c'est la phase saprophytique.

Les organmes sexués (périthéces) de couleur noire et de forme globuleuse apparaissent
préférentiellement sur les parties noircies des tiges (Gabrielson, 1983). Ils se distinguent par leur
taille (300-500 um de diametre et une hauteur de Vordre de 250 pm) et par la présence d'un col court
mun d'un ostiole par lequel s'échappent les ascospores & maturité (Smith et Sutton, 1964;
Puninthilingam et Holliday, 1972). Entremélés dans des structures hyalines, filiformes et septées
appelées pseudoparaphyses, les asques sont caractérisés par des parois épaisses (bituniquées), une
forme oblongue et une taille variant de 85-125 x 15-22 um. Ces sacs munis d'un pied court

renferment chacun 8 ascospores haploides (Fig 7).

Les ascospores fusiformes légérement incurvées sont généralement constituées de 6 cellules
avec une [égére constriction au niveau du septum central (fig. 8). Elles ont une longueur de 35-70
pm sur 5-8 um de diamétre. Cependant, Petrie (1994) trouve une grande variabilité dans les

dimensions des ascospores en fonction des conditions de température et de lumiére.

A maturité, les périthéces libérent les ascospores qui peuvent étre disséminées par le vent sur
plusicurs métres voire plusieurs kilométres (Alabouvette et Brunin, 1970; Lacoste er al.. 1969;
Petnie, 1978; Gladders et Musa, 1980). La libération des ascospores peut durer pendant toute la
période de végétation automnale et hivernale de la culture du Colza avec des optima déterminés par
des conditions de fortes humidités ou des précipitations importantes (Alabouvette et Brunin, 1970,
Gladders et Musa, 1980). L'infection primaire est assurée principalement par les ascospores. La
propagule infecticuse, mise au contact de l'organe-cible, produit des filaments germinatifs qui
peénétrent dans I'hdte a travers les stomates ou les blessures occasionnées par les insectes (Brumn,
1970). Le parasite envahit alors les espaces intercellulaires du mésophylle du limbe sans
manifestation extérieure (Hammond er al., 1985). Suite a4 la décoloration des tissus du limbe, se

deéveloppent les macules qui constituent les premiers signes extérieurs de la maladie.

Sur ces macules se différencient les organes de multiplication asexuée du champignon : les
pycnides (Fig, 9). De forme globuleuse (diamétre vanant de 300 a 600 um) & parois foncées, les
pycnides se terminent par un ostiole libérant un mucilage hydrosoluble (cirrhe) le plus souvent de
couleur rose. Ce mucilage renferme de trés nombreuses pycniospores hyalines généralement ovoides
et rarement cylindriques. Elles sont unicellulaires de dimension moyenne de 3-6 pm de long et 1,5-2
um de diamétre (Punithalingam et Holliday, 1972). Les pycnides décrites sur les organes aériens

vivants sont caractérisées par des parois minces, pseudoparenchymateuses alors que celles décrites
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sur les débris de cultures sont de dimensions trés variables et se distinguent par leurs parois épaisses
sclérenchymateuses (Henderson, 1918; Boerema, 1976). Les pvcniospores (Fig. 10) émises par les
pyenides se disséminent sur de courtes distances par 'eau de pluie. Elles contaminent ainsi les autres
organes de la méme plante ou les plantes voisines et sont & l'origine des infections secondaires en

foyers.

Parallélement a cette fructification asexuée, les filaments mycéliens, qu'ils sotent issus d'une
propagule sexu€e ou asexuée, gagnent les vaisscaux du xyléme ou bien se¢ propagent entre les
cellules du parenchyme du xyléme et du cortex. Le champignon évolue ensuite de fagon systémique
dans le cortex de 1a tige, sans symptome apparent (Hammond et al., 1985). Cette phase biotrophe de
L. maculans se caractérise par une longue période de latence pouvant atteindre plusieurs mois
(Nathaniels et Tavlor, 1983). La phase nécrotrophe marque I'étape ultime de la phase parasitaire qui
se traduit 4 la base dc la tige par l'expression du faciés de la maladie le plus dommageable aux

cultures : la nécrosec du collet.

Si le cycle brologique ainsi décnit est généralement observé dans les cultures de Colza
d'hiver, Petrie et al. (1995) montrent que des plantes apparemment saines {sans symptomes
foliaires), peuvent mamifester [a nécrose du collet en fin de culture, tandis que Hall er al. (1993)
pensent que des infections directes de la tige a travers des blessures d’insectes peuvent étre 4 l'origine

de ce symptéme typique de la maladie.
e) Diversité des populations de L. maculans

D’aprés de nombreux auteurs, L. maculans est un champignon trés variable capable
d'attaquer de nombreuses Cruciféres. Desmaziéres n'écrivait-il pas en 1849 4 propos de la forme
imparfaite P. lingam : 'll est peu d'espéces du genre qui soient aussi polymorphes...' En effet, ce
champignon est largement décrit sur des espéces de Brassica cultivées mais également sur Cruciféres
adventices telles Thlaspi arvense, Sysimbrium altissimum, Lepidium sp, et le genre Descurainia
(Petrie, 1969). Parmi les populations de L. maculans, seules les souches ‘Thlaspi' et 'Brassica' ont
fait I'objet d'analyses approfondies faisant appel & des outils biochimiques et moléculaires. Les
souches ‘Thiaspi’' semblent différentes des souches 'Brassica', cependant, suivant les critéres utilisés,
elles se rapprochent plus de l'un des deux groupes de souches (‘fortement pathogénes' et 'faiblement
pathogénes') qui composent les populations 'Brassica' (Johnson et Lewis, 1990; Morales er al.,
1993a).



Tableau 4 ; Dénominations des deux types de souches de L. maculans

Types de souches Auteurs
Groupe A Groupe B Johnson et Lewis (1990)
Strongly parasitic Weakly parasitic Cunningham (1927)
Highly virulent Slightly virulent Pound (1947)
Highly virulent Weakly virulent Taylor et af. (1991}
Virulent Avirulent Mc Gee et Petrie (1978)
Virulent Non virulent Humpherson-Jones (1983)
Aggressive Non aggressive Koch et al. (1989)
Strongly pathogenic Weakly pathogenic Delwiche (1980)
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Dans les populations de L. maculans observées sur les espéces du genre Brassica, deux
tvpes de souches sont distingués trés t6t en fonction de leur pouvoir pathopéne. Deés 1927
Cunningham (cit¢ dans Pound, 1947) observe des différences majeurcs dans les caractéristiques
culturales et pathogéniques d'environ 400 souches de P. /ingam provenant de graines et de divers
organes de Rutabaga (B. napus var. napobrassica). L'auteur distingue les souches fortement
pathogénes sur racines de Rutabaga (groupe 1) a croissance lente, des souches faiblement
pathogénes (groupe 2) a croissance rapide. En fonction des auteurs et des critéres d'étude, ces deux
groupes de souches sont diversement nommés (Tableau 4).

Depuis les travaux de Cunningham (1927), l'utilisation d'autres outils de caractérisation,
d'efficacité¢ vanable, a permis de confirmer I'existence de deux groupes (Tableau 5) et dans certains

cas d'évaluer la variabilité intra-groupe.

Pound (1947) isole unc souche de L. maculans dans la région Puget Sound des Etats Unis et
la nomme "Puget sound’. McGee et Petrie (1978) et d'autres auteurs montrent que la production de
pigments dans le milieu de culture, permet de distinguer les souches non productrices des souches qui
s'apparentent a la souche 'Puget sound' par la diffusion de pigments. Johnson et Lewis (1990)
analvsent les deux types de souches et montrent une forte corrélation entre la production de pigments
et les profils RFLP. IIs denommient groupes A et B, respectivement les souches non productrices et
les souches productnces de pigments.

Par ailleurs, la production de phytotoxines (sirodesmine PL et acide phoménoique) par L.
macuians (Bousquet et al., 1977; Boudart, 1978), permet de distinguer les souches non productrices
(Tox” ou groupe B) des souches productrices (Tox™ ou groupe A) (Badawy ct Hoppe, 1989:
Balesdent ef al., 1992},

Les résultats obtenus par Johnson et Lewis (1994) apportent des informations nouvelles sur
le pouvoir pathogene des souches du groupe B sur les espéces du genre Brassica. Ils montrent pour
la premiére fois que les souches du groupe B sont plus pathogénes que les souches du groupe A sur

les cotylédons de diverses especes de Brassica.

Au stade adulte, seules les souches du groupe A sont responsables de la manifestation de la
nécrose du collet au champ alors que les souches du groupe B seraient 4 l'origine de la dégradation
de la moelle des tiges (Jonhson et Lewis, 1994). Le rdle des souches du groupe B et leur interaction
avec les souches du groupe A dans 1'épidémiologie de la Nécrose du collet sont jusqu'a nos jours
inconnus. Les souches du groupe B sont cependant capables de progresser de maniére systémique

dans les tiges d'espéces résistantes et sensibles (Gugel ef al., 1990; Xt er a/., 1991, Petric ef al.,



Tableau 5§ : Caractérisation des populations de L. maculans isolées de Brassica spp.

Critéres Types de souches Références
Groupe A Groupe B Johnson et Lewis (1990)
Caractéres morphologiques ef culturaux
Aspect du mycélium peu abondant abondant Pound (1947)
Fructification abondante peu abondante Pound (1947)
Vitesse de croissance lente rapide Cunningham {19n
Production de pigments - + Pound (1947)
Longueur des tubes germinatifs court long Petric (}1988)
Caractéres biologiques
Compatibilité sexuelle in vitro possible A x B (impossible) impossiblce Lacoste (1965),Bonman ef af. (1981)
Pouvoir pathogéne/Colza : récrose du collet oui non Johnson et Lewis (1994)
cotylédons gui/oui oui/non Let Lewis (1994)/Mengistu ef al. {1991)
Production de toxines
Sirodesmine PL + - Badawy ¢t Hoppe (1939)
Acide phoménoique + - Balesdent et al. (1992)
Analyses moléculaires
Protéines des parois : bandes spécifigues 2 bandes 1 bande Hassan ef af, (1991)
Protéines mycéliennes solubles Indice moyen de similitude entre AetB : 46 % Balesdent er al. (1992)
Polygalacturonases : bandes de poids moléculaires faible fort Annis et Goodwin (1993)
Malate deshydrogénase lente rapide Hill et al (1984)
Glucose Phosphate Isomerase rapide lentc Sippell et af. (1988)
Pectinases peu de bandes beaucoup de bandes Hanacziwskyj et Drysdale (1984)
8 systémes enzymatiques Pas ou trés peu de bandes communes Gall et al. (1995)

Analyses RFLP et RAPD; DNA fingerprinting

Analyse des caryotypes
ADN extrachromosomique
Séquencage des 2 régions intergéniques (ITS1 et 2)

Mise en évidence de bandes RFLP et RAPD
spécifique 4 chague groupe

8,6 x 10° pb 1.6 x 10" pb
+

Taux de similitude entre groupes AetB :
71 % pour ITS| et 82 % pour ITS2

Johnson et Lewis (1990)
Koch et al. (1991)

Hansan ef af. (1991)
Goodwin et Annis (1991
Meyer ef al. (1992)

Schitfer et Wostemeyer (1992)
Plummer ef al. (1994)

Taylor er al. (1991)

Hassan ef al. (1991)

Morales ef al (1993)

" cité par Pound (1947)



Donndes générales Chapitre 2 © L, maculans! 18 I

1995) et de provoquer des Iésions de la moelle (Jonhson et Lewis, 1994). Sur la Navette, ce groupe

est capable d'induire la nécrose du collet.
1) Polymorphisme des souches du groupe A

Koch et al. (1991) observent des interactions différentielles au stade cotylédonaire entre
certaines souches du groupe A et les cultivars de Colza Westar, Quinta et Glacier. Sur la base des
interactions souche-cultivar, Mengistu et al. (1991) déterminent quatre pathotypes (Pathogenicity
Groups), qu'ils nomment PG2, PG3 et PG4, le pathotype PG correspondant aux souches du groupe
B. Cependant, les pathotypes ainsi obtenus sur les trois cultivars ne semblent pas rendre compte de
la grande variabilité de la pathogénie des souches du groupe A ainst que le démontrent Kuswinanti ef
al. {1995). En effet, ces auteurs déterminent sur les cultivars Lirabon, Glacier, Quinta et Jet Neuf six
pathotypes dans les populations allemandes de L. maculans qu'ils dénomment PGAl1 a PGA6
(Pathogenicity Group of Aggressive isolates). Les pathotvpes PGA1, PGA2 et PGA6 sont ensuite
subdivisés en 19 pathotypes sur une gamme d'hdtes élargie a 16 génotvpes comprenant d'autres
cultivars de Colza et des cultivars de Moutardes noire, brune et d'Ethiopie.

Les analyses & I"échelle moléculaire des souches du groupe A de différentes ongines
géographiques montrent qu'elles sont phylogénétiquement tres peu distantes (Koch et al., 1991}).

La possibilité de croiser in virro les souches du groupe A {Lacoste, 1965, Petrie et Lewis,
1985; Mengistu ef o/, 1993) a permis a Ansan-Melayah et al. (1995) didentifier 2 l'aide de
marqueurs RAPD le premier géne d'avirulence AvrLmi sur la base de l'interaction incompatible

d'une souche PG3 avec le cv. Quinta.
2) Polvmorphisme des souches du groupe B

Pour leur pouvoir pathogéne, les souches du groupe B sont classées dans le pathotype PG 1
avirulent sur le cultivar sensible Westar (Mengistu et al., 1991). Cette homogénéité du pouvoir
pathogéne cache en fait un polymorphisme important révélé par des marqueurs moléculaires et
biochimiques. Koch et al. (1991) parviennent a subdiviser le groupe Non-agressif (NA ou groupe B)
en trois sous-groupes génétiquement distants dénommeés NAL, NA2 et NA3. L'analyse
électrophorétique des protéines mycéliennes indique que le groupe B est plus polymorphe que le
groupe A (Balesdent ef al., 1992; Gall et a/., 1993).

Les souches du groupe B produisent des métabolites caractéristiques dont la phomaligin A
isolée de pigments jaunes (Pedras et al,, 1995). La similitude des métabolites, la forte homologie des
séquences ITS 1 (98,3 %) et des séquences ITS 2 (99,4 % } entre Phoma wasabiae et les souches du
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groupe B mndiquent que les deux espéces appartiennent a une méme entité taxinomique distincte du
groupe A (Pedras et al., 1995).

Les nombreuses tentatives pour croiser les souches du groupe B entre elles n'ont pas été
concluantes {Bonman ef al., 1981 Petrie et Lewis, 1985, Mengistu ef a/., 1993: Rouxel ef al.,
1954).

3) Relations entre le groupe A et le groupe B

Les entéres classiques (caractéres culturaux, pouvoir pathogéne), biochimiques (pathotoxine
et protémes), moléculaires (caryotype, PCR, RFLP et RAPD) et I'incompatibilité sexuelle entre les
deux groupes de souches (Tableau 3) confortent I'hypothése que les groupes A et B seraient deux
espéces différentes (Koch ef g, 1991, Goodwin et Annis, 1991; Morales ef al., 1993b). Cependant,
Tavlor et Borgmann (1994) et Tavlor er al. (1995) montrent qu’un élément d"ADN repéte, présent
en grand nombre de copies, exclusivement dans le génome des souches du groupe A. existe
¢galement dans le génome d’une souche australienne du groupe B. Les auteurs suggérent alors la
possibilité d'échanges génétiques entre les deux groupes de souches qui, selon Balesdent er al.

(1992}, peuvent étre 1solés d un méme débns de culture,

Petrie (1982) observe une réduction des symptdémes d’une souche fortement pathogéne
(souche du groupe A} par une souche faiblement pathogéne (souche du groupe B). L'inoculation des
feuilles de Colza avec une souche du groupe B, puis une souche du groupe A, permettrait de réduire
la taille des symptédmes dus a la souche du groupe A (Mahuku ef al. cités par Thurwachter et al.,
1995). Thurwachter er al. {1995) pensent que 1 inoculation préalable avec une souche du groupe B,
protége la plante contre I'infection par les souches du groupe A au champ. Ces résultats restent

cependant préliminaires et méritent d'étre confirmés,

II-FACTEURS AFFECTANT LA GRAVITE DE LA MALADIE

La manifestation et la gravité de la maladie sont la résultante des interactions entre les
composantes environnementales (température, humidité etc...), les facteurs inhérents A la plante-héte
(niveau de résistance, physiologie etc..) et les caractéristiques de l'agent pathogéne (pouvoir

pathogéne...).
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a) Effets des facteurs environnementaux

La températurc ct la qualit¢ de la lumiére sont des facteurs-clés intervenant sur les
différentes séquences de la reproduction sexude chez f. macuwlans. En conditions contrdlées.
Mengistu er al. (1993) obtiennent des périthéces des souches du groupe A sur milicu gélosé a 1'issuc
de cing semaines de culture, d'abord sous lumiére blanche a 24 °C pendant une semaine puis sous

lumicre notre a 16 °C pendant quatre semaines.

L'importance d'une humdit€ relative €levée est bicn ctablie pour la production de la forme
sexuée au champ. La quantit¢ d'ascosporcs produites, leur €jection et leur germination restent
tributaires des conditions de température, mais aussi de la pluie et d'une forte humidite (Hall, 1992;

Petrie, 1994; Alabouvette et Brunin, 1970}

L'effet de 'hunudité sur l'infection reste encore mal ¢lucidé. Toutefors, Lacoste er af. (1969}
indiquent qu'une forte humidité est indispensable a l'infection. De méme Xi ef @/, (1991) et Gladders
{1995) constatent que le niveau de la maladie est plus faible pendant les années de sécheresse. En

effet, la dissémination des pycniospores est exclusivement assurée par la pluie.

Au champ, les températures douces sont favorables au développement de la Nécrose du
collet. Lacoste er al. (1969} montrent qu'elle apparait quatre semaines apres inoculation a 15 °C
contre huit semaines a des températures inférieures a 10 °C. En conditions contrélées, le
développement de la nécrose du collet est ralenti entre 1 et 10 °C alors que les températures clevees
accélérent I'expression de la maladie (Hall, 1992). De méme, la résistance des plantes peut devenir
instable a températures supéricures & 22 °C ( Badawy et al., 1992).

Les blessures et autres dommages d'origines biotiques (insectes), abiotiques (hcrbicides)
causés aux plantes peuvent contribuer & aggraver l'incidence de la maladie (Gabnielson, 1983; Petrie,
1973). La blessure des organes cibles avant I'inoculation d'ascospores ou de pycniospores favorise
l'infection (Lacoste ef ai., 1969; Brunin ¢t Lacoste, 1970).

En France, l'incidence de plus en plus importante de la Nécrose du collet serait en partie

imputable aux conditions d'automne et d'hiver relativement douces ces dernicres annees.
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b) Effets des facteurs lids ¢ L. maculans

1) Types d'inoculum .

Les ascospores ont une capacit¢ d'infection supéricurc a cclle des pyeniospores. En
conditions dc laboratoire, les ascospores germent au bout de 4 a 8 h alors que chez les pycniospores,
les tubes germinatifs apparaissent entre 12 et 24 h. La capacité germinative des ascospores doublée
de leur dissémination par le vent sur de grandes distances donnent a ces propagules infectieuses une
placc prépondérante dans I'ésodémie. En comparant lc pouvorr pathogéne des ascospores ct des
pyvcniospores a différents stades de développement des plantes et dans différentes conditions, Lacoste
el al. (1969) montrent une pathogénie plus importantc des ascospores. Hammond et Lewis (1987)

aboutissent & la méme conclusion en testant les deux types d'inoculum sur feuilles apres blessure.

2} Types de souches

La structure des populations de 7. maculans en groupes A ct B affecte également
I'importance des dégéts occasionnés. Le groupe A, généralement pathogene sur tous les organes de
la plante du Colza est reconnu comme 'agent responsable de la verse parasitaire au champ.

Quant au groupe B, il a pendant longtemps &té considéré comme faiblement pathogéne sur le
Colza. Mengistu et al. (1991) montrent que le 'pathotype’ PG1 correspendant a ce groupe est non
agressif sur trois cultivars de Colza Cependant, récemment, l'anzlyse du pouvoir pathogéne des
souches de L. maculans sur Brassica spp. au stade cotvlédonaire mentre que le groupe B est plus
pathogénc que le groupe A (Jonhson et Lewis, 1994; Gall ef al., 1995) Les souches du groupe B
sont ¢galement capables de causer des 1ésions sur fenilles aussi bien en conditions controlées qu'au

champ (Jonhson ct Lewis, 1994).

3} Apparition de nouveaux pathotypes

L. maculans peut se conserver dans les lots de semences sous sa forme asexuee (mycelium
ou pycniospores). Bien que le réle des semences dans I'aggravation de I'épidémue soit négligeable
dans les régions ol la maladic est endémique (Gabrielson, 1983; Petrie ¢t Vanderpool, 1974), clles
constituent néanmoins une source potentielle d'introduction du parasite dans des régions indemnes de
la maladie ou de nouveaux pathotypes dans les régions déja affectées (Hall ef al., 1996).

Comme L. maculans cst un champignon hétérothallique, il peut engendrer par rccombinaison
au cours de la méiose des pathotvpes nouveaux. Le cycle de développement de la maladie est assuré

par des individus haploides (ascospores. mycélium de la phase parasitaire, pyveniospores). Au cours
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de cette phase haploide, le champignon est soumis 4 des pressions sélectives pouvant modifier les
caractéres génétiques du parasite. Les mécanismes de la variabilité chez L. maculans ne sont pas
tous connus avec certitude. Petrie (1969) évoque la parasexualité comme mécanisme possible.

cependant sa manifestation en conditions naturelles reste 4 démontrer.

c} Effet de la variabilité génétique de I'hite

1) Chez le Colza

Lorsqu’une collection de souches du groupe A de L. maculans est confrontée a une gamme
de Brassica spp. au stade jeunes plantes, différents types d’interaction sont révélés. Les informations
disponibles sur la nature des interactions restent fragmentaires ¢t les avis des différents auteurs sont
partagés. Cargeeg et Thurling (1980), en inoculant des souches australiennes sur du Colza de
printemps, observent une variation continue de la réaction des culfivars et concluent que la résistance
de I’héte et Ia pathogénie du champignon seraient sous contrfle polvgénique. Hill (1991) rapporte la
présence de résistance récessive ou incomplétement dominante chez le Colza au stade cotvlédonaire
tandis que Stringam ef al. (1992) pensent que la résistance au stade jeunes plantes chez des cultivars
australiens est sous le contrdle d'un géne dommant. Plus récemment, ['utilisation de lignées
haploides doublés et de marqueurs RFLP a permis 4 Ferreira er al. (1995) d'identifier un locus
majeur LEM1 contrélant la résistance a L. maculans chez le cultivar de Colza Major. Ce locus
intervient dans la résistance spécifique au stade cotyledonaire et serait également impliqué dans la

résistance polygénique au niveau des tiges en conditions contrélées.

Au champ, tous les cultivars de Colza présentent une sensibilité au stade jeunes plantes et au
niveau foliaire. Cependant, certains d'entre eux manifestent une résistance partielle au stade adulte
vis-a-vis de la nécrose du collet. Ainsi, le cultivar de Colza d’hiver Jet Neuf, bien que sensible au
stade jeunes plantes (Mithen ef al. 1987, Gretenkort et Ingram, 1993) présente un bon niveau de
résistance au stade adulte au champ (Sacristan et Gerdermann, 1986; Brun et al., 1989). Brunin et
Lacoste {1970} observent que la résistance s’établit a partir du stade trois feuilles par I'installation
de barriéres anatomiques qui empéchent 1’évolution du champignon vers le collet. Le déterminisme
génétique de la résistance au stade adulte du Colza serait de nature digénigque (Sawatsky, 1989 cité
par Rimmer et Van den Berg, 1992) ou polygénique (Cargeeg et Thurling, 1979; Ferreira ef al,,
1995).
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2) Chez les Moutardes

Les Moutardes notre (B. nigra), brune (B. juncea) et d’Ethiopie (B. carinata) manifestent
une résistance totale a tous les stades de développement de la plante (Roy, 1978, 1984; Sacristan et
Gerdermann, 1986; Zhu er af., 1993). La résistance totale & L. maculans chez les Brassica serait
donc portée par le génome B comumun 2 toutes ces espéces. Les résistances de la Moutarde noire et
de la Moutarde brune sont les plus étudiées. En dépit de Pabsence des symptdmies extéricurs, Keri
(1991) cité par Rimmer et Van den Berg (1992), observe dans la majorité des lignées de B. juncea
testées des mfections racinaires dues & L. maculans. Le déterminisme génétique de la résistance
totale de B. juncea vis-a-vis des souches du groupe A serait digénique a effets épistatiques d’aprés
Rimmer er a/. (1995) Hill (1991) rapporte que la réaction d’hypersensibilité observée sur les
cotylédons de B. juncea serait contrélée par un géne dominant. Chez la Moutarde noirc différentes
équipes sont parvenues a obtenir des lignées d’addition monosomiques (38 chromosomes du Colza
plus un chromosome de la Moutarde noire). Lanalyse de la résistance de ces différentes lignées vis-
a-vis des souches du groupe A a permis & Zhu er al. (1993) et a Chevre e al. (1996) d’identifier
respectivement trois chromosomes et un chromosome portant la résistance & L. maculans. Chevre er
al. (1996) montrent que le chromosome 4 de la Moutarde noire confére a la lignée de Colza porteuse
une résistance de type hypersensible au stade cotylédonaire.

Contrairement a B. nigra, les culttvars de B. juncea et B. carinata sont sensibles aux

souches du groupe B aux stades cotylédonaire et adulte (Johnson et Lewis, 1994).
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Chapitre 3 : METHODES DE LUTTE

Limportance de I'incidence économique de cette maladie et le manque de moyens de latte
efficaces expliguent la poursuite des cfforts entrepris par les sélectionneurs, les pathologistes et les
professionnels dans la recherche et I'cxpérimentation de méthodes de lutte agronomique, chimique et

geénetique.

[-METHODES AGRONOMIQUES

Cest un enscmble de pratiques culturales visant a réduire la quantité d’inoculum primaire en
creant un cnvironnement aussi défavorable que possibie a la conservation, & la reproduction sexuée
et & la dissémination des propagules infectieuses. La lumiére étant un facteur indispensable a la
formation des périthéces sur les résidus au champ, il est conseillé sous nos climats, dc broyer ct
d’enfouir les restes de culture infestés (Alabouvette et Brunin, 1970). Le stade de sensibilité du
Colza d’hiver en France (avant trois fewiles) coincide avec la période de forte émission des
ascosporcs au champ (Brunin et Lacoste, 1970). Par conséquent, I'implantation précoce des cultures
est recommandée afin de décaler les deux périodes. La destruction des Crucifércs adventices ct des
repousses de Colza susceptibles d’héberger le champignon et, dans certains cas, le traitement des
semences (Gabriclson, 1983) font partie des mesures sanitaires visant a interrompre Ic cvele du
parasitc. Cependant, pour étre efficace, I'ensemble de ces mesures prophvlactiques devrait étre
appliqué 4 grande échelle en vue d’éviter les contaminations inter-parcelles via les ascospores
(Petrie, 1978; Gladders et Musa, 1980; CETIOM, 1992) qui peuvent &tre transportées sur des

kilometres par le vent.

II-LUTTE CHIMIQUE

Les différents produits chimiques utilisés ont une efficacité vanable en fonction des
conditions d’expérimentation. En Australie, Brown et a/. (1976) rapportent que I'utilisation du
bénomyl en traitement de semences protége les jeunes plantes inoculées en serre mais s avere
incfficace au chamyp. Si les traitements chimiques des semences permettent d’éviter 1'introduction du
champignon dans les zones indemnes, ils n’ont aucune efficacite sur la réduction des épidémies dans
les régions déja infestées (Gabriclson, 1983; Humpherson-Jones, 1986} L’application au semis

d’engrais cnrobés avee du flutriafo! réduit 1’ incidence de la Nécrose du collet {Ballinger ef /., 1988a



Tableau 6 : Différents types de résistance 4 Leptosphaeria macuians chez les cruciféres

Espéces Stades Types Symptomes Déterminismes Mécanismes
de résistance génétiques phvsiologiques
Colza Réduction de
Adulte Partielle I'importance de la Polygénique Barriéres
Nécrose du collet anatomigques
Moutardes Cotylédonaire Réaction de type Maono ou Phytoalexines
Totale hypersensible
Adulte oligogénique ?




Données générules Chapitre 3 : Aéthodes de hme! 25 I

et b). Des travaux similaires conduits au Canada (Xi et al., 1989) montrent une efficacité variable de

ce produit,

La production continue d’ascospores pendant la période de scnsibilité des plantes
expliquerait |"absence d’efficacité de la lutte chimique vis-a-vis des attaques foliaires (Alabouvette et
Brunin, 1970; McGee et Petrie, 1979; Gladders et Musa, 1980; Gugel et Petrie, 1992). En France,
des études préliminaires conduites par le CETIOM montrent que les pulvérisations foliaires au
champ ont un effet significatif sur la réduction de la maladie si elles sont appliquées au moment des
pics de contarinations (CETIOM, 1995). Les applications fongicides au champ avec de nombreuses
specialités n’ont pas donné de résultats satisfaisants (Kharbanda, 1992). 1l ressort alors, de toutes
ces études, qu’aucune lutte chumique efficace contre la Nécrose du collet ne peut étre actuellement

recommandée.
HI-LUTTE GENETIQUE

Compte tenu du manque d’efficacité des méthodes précédentes face a la grande variabilité du
champignon, I'exploitation de la résistance de héte s’avére actuellement la méthode de lutte la plus
prometteuse pour contréler les épidémies de Nécrose du collet.

En France. la sélection généalogique doublée de I’évaluation de la résistance au champ a
abouti a la création des deux premiers cultivars de Colza d’hiver présentant une résistance partielle
au champ vis-a-vis de la Nécrose du collet (Ramsés en 1970 et Major en 1971). Le maintien des
efforts de sélection pour la résistance a la Nécrose du collet a abouti & la commerctalisation, en

France, du cv. Jet Neuf a partir de 1977.

A Dexception du ¢v. Vivol, le mveau de résistance 4 la Nécrose du collet au stade adulte est
actuellement encore insuffisant chez la plupart des cultivars commercialisés en France. Pour
améliorer la résistance du Colza aussi bien au stade cotylédonaire qu'an stade adulte, différentes
stratégies de sélection sont basées sur I’exploitation de la vanabilité intraspécifique (Colza) et

interspécifique (Moutardes) et sur la transformation génétique.
IV-SELECTION POUR LA RESISTANCE A LA NECROSE DU COLLET
a) Les hybridations intraspécifiques

Certains cultivars de Colza d’hiver ou de printemps présentent une résistance partielle au

stade adulte qui a pour effet de limiter les pertes de rendements (Tableau 6).
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En France, le ¢cv. Darmor (dont la résistance provient du cv. Jet Neuf) est utilisé dans un programme
d’¢tude genetique de la résistance partielle au champ (Delourme er ai., 1993), tandis que le cv. Jet
Neuf reste le principal géniteur de résistance dans de nombreux pays. Au Canada, |’exploitation de
la résistance intraspécifique est basée sur le cultivar de printemps Crésor et le cultivar d'hiver Jet
Neuf (Rimmer ef a/., 1995). De nos jours, nombre de programmes d’hybridation intraspécifique
mtegrent de nouvelles méthodes visant & raccourcir le cycle de sélection. Les lignées de Colza
peuvent ainst €tre créées en 4-5 ans par haplodiploidisation au lieu de 8-9 ans par sélection
génealogique (Renard ef o/, 1992). L’uuhsation de populations d’haploides doublés dérivant de
croisements entre des cultivars résistants et sensibles (au stade adulte ou cotvlédonaire) en présence
de marqueurs moléculaires (isozymes, RAPD et RFLP) devrait aboutir a ’avenir a une cartographie
des génes imphqués dans les résistances intra- et interspécifiques (Ferreira et al,, 1995; Delourme ef
al., 1995, Chévre et al, 1996). Grice a la sélection assistée de marqueurs moléculaires,

I'introgression de génes de résistance pourra étre optimisée.
b) Les hybridations interspécifiques

Pour élargir les bases génétiques de la résistance du Colza a la Nécrose du collet, des
programmes de sélection visent a exploiter d’autres sources de résistance présentes chez les espéces
voisines telles que B. insularis, B. rapa (Mithen et al., 1987, 1988; Crouch er af., 1993} et les
Moutardes B. juncea, B. nigra et B. carinara (Rimmer et Van den berg, 1992). Toutes ces espéces
expriment une résistance de type hypersensible au stade cotyledonaire vis-a-vis d une large gamme
de souches du groupe A. Ceite résistance serait associée & la production et a ["accumulation rapide
d’une phytoalexine, la brassilexine (Rouxel er a/, 1990) dans le cas de B juncea. Depuis les
travaux originaux de Rov (1978), de nombreuses équipes s’investissent dans 1'introgression de la
résistance des Moutardes dans le génome du Colza.

Sacristan et Gerdermann (1986) montrent que la résistance des hybndes Colza-Moutarde
brune est plus stable que celle des hybrides Colza-Moutarde d’Ethiopie. Struss et al. (1991, 1992) et
Zhu et al, (1993) obtiennent huit lignées d’addition Colza-Moutarde noire qui leur permettent
d’identifier les chromosomes portant la résistance (voir paragraphe 2, page 23).

En France, deux types de lignées sont actuellement étudiés : les lignées d’addition Colza-
Moutarde noire et les lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune. Cheévre ef al. (1991 et 1996)
sélectionnent des lignées d’addition aprés hybridation entre B. napus cv. Dammor et B. nigra cv.
Junius qu’ils caractérisent par des marqueurs moléculaires et par la résistance a L. maculans au
stade cotylédonaire. Une translocation entre le chromosome 4 imphqué dans la résistance a L.
maculans et un chromosome du Colza chez une plante est en cours de caractérisation (Chevre et al.,

1996). A partir d’hybrides Colza-Moutarde brune provenant du matériel de Roy (1978}, des lignées
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de recombinaison résistantes au stade cotylédonaire ont été sélectionnées. Ces lignées a 2n = 38
chromosomes ont un comportement méiotique normal et possédent une bonne resistance au champ en

conditions d’infestation semi-naturelle (M, Renard, comm. pers.).
c} La transgéneése

L’introduction de caractéres nouveaux chez les espéces végétales fait désormais intervenir
les techniques du génie génctique auxquelles le Colza se préte bien (Guerche er al., 1994). La
transformation génétique par lintroduction de génes codant pour les chitinases permet d’obtenur des
lignées résistantes a L. maculans (Rasmussen ef al.. 1992). Les chitinases catalysent ’hydrolyse des
B-1-4, glucosides de {a chitine, composante majeure de la paroi de la plupart des champignons a
I'exception des Qomycétes (Grezes-Besset ef a/., 1995). Les lignées transgéniques de Colza obtenues
avec ces constructions momntrent un niveau éleve de resistance au champ vis-2-vis des quatre

principaux champignons pathogénes du Colza dont L. maculans.
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Chapitre 4 : DURABILITE DE LA RESISTANCE

I-INTRODUCTION

La co-évolution des plantes et des agents pathogénes est un phénoméne général. Toute
culture est endommagée si elle n'est pas protégée contre ses agents pathogénes (Hogenboom, 1993).
De toutes les méthodes de lutte, la résistance vanétale est de loin la plus adéquate parce qu'elle est la
moins couteuse et la plus respectueuse de l'environnement (Messiaen, 1981). Van der Plank (1968)
définit deux concepts pour désigner deux types de manifestation de la résistance des plantes aux

maladies : la résistance verticale et la résistance honizontale.

La résistance verticale protége les populations de I’héte contre certaines souches du parasite.
Elle est dite spécifique, compléte et est sous contrdle mono ou oligogenique (Van der Plank, 1968).
Elle est basée sur des mécanismes génétiques tenant compte de la capacité de variation du pathogéne.
Par conséquent, la principale caracténistique agronomique généralement associée a ce tvpe de
résistance est le cycle ‘vogue et échec’ (Robinson, 1976). De la popularité d'une variété pourvue
d’une résistance spectfique découle une abondance de pathotypes du parasite munis de la virulence
nécessaire pour contourner la résistance de I’hdte.

La résistance honzontale polygémque s’exprime vis-a-vis de toutes les souches du parasite,
elle est qualifiée de partielle et le plus souvent a déterminisme polvgénique (Van der Plank, 1968).
Elle protege la plante aprés que la résistance verticale a été contournée (Van der Plank, 1968.
Robinson, 1976, Johnson, 1979). En terme épidémiologique, la résistance horizontale ralentit
I’épidémie, par son action sur la vitesse d’infection (Van der Plank, 1968; Johnson, 1979). Les
auteurs qualifient la résistance honzontale de résistance générale et stable. Cette stabilité est
attribuée a la stabilité des races du pathogéne qui n’exclut pas I’apparition de nouvelles races ou la
dispartion d’anciennes races (Van der Plank, 1968). La résistance horizontale entretient un équilibre
stable entre toutes les races du pathogéne, permettant de limiter de maniére permanente 1action du
parasite (Van der Plank, 1968; Robinson, 1976; Johnson et Law, 1975; Rapilly ef al., 1989).

Si le meilleur controle des agents pathogénes des cultures repose essenticllement sur la
variabilité¢ génétique de I'héte, celle-ci doit permettre d’assurer une protection compléte ou de
maintenir les populations du parasite en dessous de leur seuil de nuisibilité. Dans ce contexte, le
principal objectif de la création variétale est la durabilité de la résistance sélectionnée (Hogenboom,
1993).
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[[-DEFINITION ET BASES GENETIQUES DE LA DURABILITE

Tres rapidement apres I'mtroduction d'un cultivar résistant 4 un pathogénc, il apparait que
certaines populations du pathogéne sont capables de s'adapter 2 la nouvelle résistance et de la
contourner. Cependant, toutes les résistances variétales ne sont pas surmontées et des différences de
durabilit¢ peuvent étre mises en évidence (Hogenboom, 1993).

Selon Johnson (1993), une résistance durable est une résistance qui demeure efficace
dans un cultivar gqui est cultivé sur de grandes surfaces et pendant toute la durée de sa
commercialisation dans un environnement favorable a la maladie. La question ¢st de savoir a
partir de quand et comment peut-on dire qu'une résistance est durable ou non durable? Sclon Johnson
(1993), l'identification d'une telle résistance repose sur les connaissances concernant le pathosystéme

ct ticnt compte de la performance d'autres cultivars possédant le méme type de résistance.

La durabilité de la résistance est une notion trés vanable (Hogenboom, 1993) qui dépend
fortement du pathosystéme. Dec plus, la durabilit¢ peut étre influencée par des facteurs
environncmentaux ¢t génétiqgues. D’unc mamére générale, la résistance verticale oligogénique
correspondrait & unc résistance instable ct non durable alors que la résistance horizontale ou partielle
a déterminisme polygénique serait alors synonyme de résistance stable et durable. Le terme
‘resistance durable' est descriptif de I'état de la résistance, au cours du temps, du cultivar qui en est
munie. Elle est alors subjective et ne renseigne pas sur la nature et les causes de cette durabilité
(Burdon, 1993).

En cffet, des exemples de résistances durables concernent aussi bicn des résistances a
déterminisme monogénique, oligogéniquc ou polygénique (Burdon, 1993). La résistance du mais a
Helminthosporium maydis est une résistance oligogéniquc durable (Johnson, 1984; Leonard, 1993).
Cependant, les cas les plus nombreux de résistance durable se rencontrent chez les résistances
polvpéniques (Burdon, 1993; Parlevliet, 1993). La nature polygénique de la résistance partielle ne

donne cependant aucune garantie qu’elle restera indéfiniment efficace {Burdon, 1993} donc durable.
INII-EVALUATION DE LA DURABILITE DE LA RESISTANCE

Conformément & Ia définition proposée par Johnson (1984), la résistance durable nc peut
&tre détectée que quand le cultivar qui la porte est cultivé sur de grandes surfaces et pendant de
nombreuses années. Selon Johnson (1993) aucunc autre approche ne peut permettre didentifier

légitimement une résistance durable. 11 apparait alors difficile d'évaluer ia durabilité de la résistance
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d'un génotype en cours de sélection et par conséquent non commercialisé et non cultivé a grande
échelle.

La principale composante des programmes de sélection pour la résistance est I'évaluation de
l'efficacité et de la stabilité de la résistance sélectionnée en utilisant :

- des tests multtiocaux et plunannucls. Ils permettent d'étudicr 'adaptabilité des
cultivars ct la stabilité de la résistance dans différents contextes parasitaires et climatiques. La
stabilité de la résistance dans un environnement donné est seulement une indication de la durabilité
de cette résistance, cependant 1] n'existe aucune liaison stricte entre la stabilité observée et ce que
sera la durabilité quand le cultivar résistant sera commercialisé (Subrahmanyam ef a/., 1993). C'est
par exemple le cas de la résistance du cultivar de triticale Coorong conférée par le géne Sr27 qui
s’est avérée efficace dans des tests multilocaux et plurtannuels. Néanmoins sa commercialisation en
Australie s’est suivie en quelques années de ’appantion d’une nouvelle race de Puccinia graminis
portant la virulence pour contourner ce géne de résistance (Johnson, 1984).

- des tests en conditions contrdlées utilisant une coilection de souches aussi
diversifiée que possible. Dans le cas particulier d’une nouvelle source de résistance, les tests en
conditions d infection controlée apparaissent insuffisants (Johnson, 1984).

Si ces tests permettent d'étudier la stabilité de la résistance dans un contexte environnemental
et parasitaire donné, ils n'évaluent pas la durabilité de la résistance méme si ceux-ci somt répétés
pendant plusieurs années (Johnson, 1984) Cependant, 1ls permettent de mettre en éwvidence

I"existence ¢ventuelle de souches capables de surmonter la résistance (Johnson, 1984).
IV-DURABILITE DE LA RESISTANCE A LA NECROSE DU COLLET

Aucune étude de 1a durabilité de la résistance du Colza vis-a-vis de la Nécrose du collet n'a
été rapportée jusqu’a nos jours. Cependant, la résistance du cultivar frangais Jet Neuf s’est révélée
efficace en France et en Europe, pendant toute la durée de sa commercialisation, de 1977 4 1983
alors qu’il était cultivé sur de grandes surfaces en présence du parasite. Par conséquent et
conformément 4 la définition proposée par Johnson (1984), la résistance du cv. Jet Neuf peut étre
qualifiée de durable. Le cv. Jet Neuf est toujours utilisé par de nombreuses équipes comme géniteur

de résistance dans des programmes de sélection.

Choix d'une terminologie : Les méthodologies que nous avons adoptées pour notre étude
sur l'efficacité et la stabilité de la résistance des lignées de recombinaison colza-moutarde brune ne
satisfont pas entiérement aux conditions défimies par Johnson (1984) pour détermuner si cette

nouvelle source de résistance est durable. C'est pourquoi nous utiliserons le terme 'durabilité

potentielle’,
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COLZA X MOUTARDE BRUNE

AACC AABB
2n=3% 2n=36
AABC X AACC (n fois)

Sélection de lignées résistantes au champ
ROY 85 2 (Roy, 1984)

Autofécondation (trois fois)

/

Sélection de plantes 3 2n = 38 résistantes 4 comportement
méiotique régulier = 19 bivalents

| Lignée MX (AACC®) de type printemps X CV. SAMOURAI (AACC) de type hiver -}

X AACC (cv. Samourai - denx fois)
Autofécondation (trois fois)

Sélection de deux descendances a comportement méiotique régulier
= 19 bivalents -
(Confirmation du déterminisme monogénique de la résistance)

| Lignée MXS (AACC™) de type niverJ

Figure 11 : Création des lignées de recombinaison Colza - Moutarde brune (M. Renard, comm, pers.).
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MATERIELS ET METHODES

I-CARACTERISTIQUES DU MATERIEL VEGETAL

Les lignées de recombinaison sur lesquelles porte notre étude sont obtenues & partir de
descendances d'hybnides Colza-Moutarde brune sélectionnés par Dr N. N. Roy, pour la résistance a
L. maculans au champ (Roy, 1984) (Australia, Department of Agriculture, S. Perth, WA ). A |'issue
de quatre générations d'autofécondation, des plantes a4 2n = 38 chromosomes a4 comportement
méiotique régulier, homogénes, stables et résistantes a L. maculans ont été sélectionnées par la
Station d'Amélioration des Plantes (INRA, Le Rheu) en utilisant le test cotylédonaire de Williams et
Delwiche (1979) (M. Renard, comm. pers.). Ces lignées résistantes (Brassica napus™) sont utilisées
dans notre étude sous les dénominations de MX, LRI et LR3. Elles sont toutes de type printemps.
Pour la dermiére année, nous avons disposé d’une lignée de recombinaison de cvele dhiver MXS
issue d’un croisement entre la hignée MX et le cultivar de cycle d'hiver Samourai rétrocroisé deux

fois par le cv. Samourai (Fig. 11).

L’ ensemble des génotypes hotes ayvant fait 1’objet de nos investigations est consigné dans le
tableau 7 (verso de la page 37). D’une maniére générale la lignée MX, la Moutarde brune cv. Picra
et le Colza cv. Westar sont utilisés dans tous les tests de pouvoir pathogéne sauf indication contraire.
Toutefois, le nombre de génotypes utihsés varie en fonction du type d’essai mis en place. Par
conséquent, nous avons choisi de présenter pour chaque expérimentation la liste du matériel végétal

correspondant.

11-ANALYSE DE LA DIVERSITE DES POPULATIONS DE L. MACULANS

a) Matériel fongique

1) Origines et caractéristiques des souches

A partir des plantes cultivées au champ et sur les résidus desquelles des pénthéces se sont
développés a l'automne, nous avons constitué trois populations de souches :
- les souches isolées de la lignée de recombinaison MX
- les souches isolées de la Moutarde brune cv. Picra

- les souches isolées de différents cultivars de Colza
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Les populations amsi collectées sont constituées essenticllement de  souches
monoascosporées. Dans le souct de diversifier notre collection de souches. nous avons utilisé
quelques souches isolées de Colza et stockées dans la mycothéque. Ces souches proviennent de
différentes régrons de France et de divers pays.

Nous nous sommes ¢galement procurés des souches de référence cn provenance d”Allemagne
(A940 a4 A942 productrices de sirodesminc PL et B943 4 B945 non productrices de sirodesmine
PL)', d’Australie (DJB 10, 11, 14 18 ¢t 21)*, des USA (PHW1270 et 1268)° ct des souches isolées
de Cruciftres cultivées et adventices parmi lesquelles les souches Thlaspi 64 et 65 (IBCNY ¢t unc
souche de P. wasabiae (Camzau;ia)5 1solée du Raifort . Nous nous sommes intéressés par ailleurs a

d’autres espéces de Phoma®,
2J Isolement et conservation des souches

Les souches monoascosporées sont collectées suivant la méthode déerite par Smith et Sutton
(1964). Des morceaux de tiges recouverts de péntheces sont laveés a 'eau courante du robinct puis
séches avee du papicr filtre. Les morccaux de tige sont ensuite découpés en deux ou trois fragments
puis collés a I'aide de vaseline sous le couvercle d’une boite de Petri contenant de 1’eau gélosée a 2
% additionnée de sulfate de streptomyeine (Annexc 2). Les boites de Petrl sont ensuite maintenucs
dans les conditions de laboratoire (a environ 20 °C). A I'issue de 12 a 24 h, les ascospores ¢jectéces
commencent & germer. Les ascospores cn germination sont obscrvées & la loupe binoculaire ct
prélevées individueliement au moven d’unc pipette pasteur cffilée 2 la flamme. Les sporcs ainsi
prélevées au hasard sont transférées sur milicu malt gélosé (Anncxe 2) additionn¢ de sulfate de
streptomveine. Aprés 7 4 14 jours de culture A température ambiante, les souches sont repiquees en
tubes (15 mm de diamétre) contenant du milicu malt gélose et stockées en mycothéque a 3-4 °C. La
codification tient compte de ['hdte d'origine (P = cv. Picra, MX et R= lignée MX et Co = Colza)
pour les souches ¢t de l'organe d'origine (F = feuille, T = tige et C = collet) pour les isolats. Les
codes formés d'un nombre précéde de la lettre A ou B identiftent les souches et 1solats de référence et

ceux d'origines géographiques diverses appartenant respectivement aux groupes A et B.

3} Préparation de [ 'inoculum

! Dr. Poutet (Gesamthoschule Kassel, Witzenhausen, Germany}

‘DD Ballinger (Victorian Institute for Dryland Agriculture, Horsham, Australia)
} Dr. P. H. Williams (University of Wisconsin, Madison, USA)

¢ IBCN . International Blackleg of Crucifers Network

f Dr. G. Séguin -Swartz {( AAFC Research Ceatre, Saskatoon, Canada)

® v. Cerceau (Station de Pathologie Végétale, ITNRA, Le Rheu).
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Des explantats mycéliens de la souche dont on veut produire U'inoculum sont déposés sur le
milieu V8 gélosé (Annexe 2) en boites de Petri. Les cultures sont ensuite transférées dans une
chambre de culture 4 20 °C sous lumiére noire (300-400 nm fournis par des lampes OSRAM
L40W/75) avec une photopériode de 16 h. A T'issue de sept a dix jours de culture, les colonies
sporulantes (formation de cirrhes) sont recouvertes de 5 4 10 ml d’eau sténile. En cas de faible
sporulation, un léger grattage au moyen d'une pipette pasteur stérile permet d’optimiser la
récupération des pycniospores. Une suspension de spores est obtenue aprés filtration 4 travers une
gaze fine immédiatement placée sur de la glace fondante. L’évaluation de la concentration en
pycniospres a I'aide d’une cellule Malassez suivie d’une dilution adéquate permet de disposer d’un
inoculum 4 107 spores/ml, Réparti dans des tubes de différents volumes (2 4 20 ml), I'inoculum est

immeédiatement utilisé ou conservé a -20 °C, ce qui lwi conserve toutes ses qualités.
b) Critéres d'analyse de la diversité des souches de L. maculans

Trois critéres sont utilisés pour analyser la diversité et suivre l'évolution des populations de

L. maculans.
1) Caractérisation culturale et morphologique

Aprés une étude préliminaire des caractéristiques morphologiques et culturales de quelques
souches sur trois milieux gélosés (V8, Czapek et Malt) nous avons choisi d’utiliser le milieu malt
gélose (MG) pour la caractérisation culturale et morphologique des souches.

Des fragments de 5 mm de diamétre sont prélevés au front de croissance d’une colonie de
sept jours et déposés en boite de Petri sur le milieu MG fraichement coulé a raison de 15 ml par boite
de Petri de 9 cm de diamétre. Cing répétitions sont prévues par souche. Les cultures sont ensuite
incubées a 20 °C, sauf indication contraire, et 4 ’obscurité. Les critéres retenus pour 'analyse de la
variabilité culturale sont :

- la vitesse de croissance (en mm/j) obtenue aprés 14 jours d'incubation par la
mesure de deux diamétres perpend:culaires.
- la morphologie des colonies et la diffusion de pigments dans le milieu de culture,

aprés 28 jours d'incubation.
2} Analyse du pouvoir pathogéne en chambres climatisées

© Culture du matériel vépétal




Figure 12 : Méthode d'inoculation au stade cotylédonaire selon Williams et Delwiche (1979).

-

Figure 14 : Conduite en serre de la culture des différents génotypes. (Photos : H. Brun et I. Somda)
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Les graines sont d’abord désinfectées pendant 30 s dans de I'cau de javel a 350 %, rincées
trois fois a I’eau stérile et placées dans une boite de Petri sur du papier filtre humidifié. A I'issue de
deux a trois jours d’incubation, les graines en germination sont transférées dans des potsdc 7x7x 8
cm sur un support terreux (1:1:1 / terreau:tourbe:terre) a raison de quatre graines par pot. Quatre
pots sont semés pour chaque combinaison souche-génotype. Les plantes sont cultivées en chambres

climatisées a 15£1 °C pendant dix jours sous une photopériode de 12 k.

8 Méthodes d’inoculation et conditions d’incubation

A l'issue de dix jours de culture, les jeunes plantes sont inoculées suivant la technique
décnite par Williams et Delwiche (1979) (Fig. 12). Les quatre lobes cotylédonaires de chaque plante
sont légérement blessés en leur centre au moyen d’une aiguille stérile. Au total, 64 blessures sont

réalisées pour chaque combinaison souche- génotvpe.

L’inoculation est réalisée par le dépdt d’une goutte de 10 pl de spores titrées a 107 spores/ml
sur chaque blessure. Les plantes ainsi contaminées sont transférees dans des maxiserres 4 20 °C et a
I'obscurité. Aprés 24 h d’incubation, la lumiére est rétablie a 16 h de photopériode et I’humidité
relative maintenue & 80-90 %. Dans ces conditions, les premiers symptomes se manifestent au bout

de cing a dix jours suivant les souches et les génotypes.

@ Evaluation de la maladie et analvse des résuitats

L’¢valuation de la maladie intervient 10 ou 14 jours apres I'inoculation suivant I'¢chelle de
Williams et Delwiche (1979) de O (résistance) 4 9 (sensibilité) (Annexe 3). Pour chacune des
combinaisons souche-cultivar, un indice moyen est calculé par plante (répétition) smivant la formule
IM=3% (nixi)/N ol i= classe de maladie, ni = nombre de lobes avec la note i et N = nombre total

de lobes inocnlés. Les donnges ansi recueillies sont analysées a 1’aide du logiciel SAS, version 6.

3) Caraciérisation biochimigue par électrophorése

Deux systemes enzymatiques ont £té utilisés pour 1’étude de la variabilité des populations de
L. maculans 1l s’agit des isoestérases (E.C. 1.1.1.) sur gel de polyacrylanmude et des phosphoglucose
isomérases (E.C. 5.3.1.9.) sur gel d’amidon. Le polymorphisme des profils des protéines solubles
totales est également analysé pour un certain nombre de souches. Pour I'étude détaillée du
polymorphisme des souches de L. maculans, nous avons retenu le systéme des a, B-estérases en
raison du polymorphisme révélé et de la bonne qualité de la révélation lors d’une étude preliminaire.

Les estérases constituent un groupe d’enzymes capables d’hydrolyser les esters selon la

réaction suivante :
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o, f3-Naphtyl acetate ——— o, B-Naphto! + acétate

Fastblue RR — &  sel de diazinium coloré

Les phosphoglucose 1somérases interviennent dans le métabolisme carboné et catalysent
Visomérisation réversible du fructose-6-phosphate en glucose-6-phosphate suivant la réaction
proposee par Pasteur ef a/. (1987)

PGI
D-Fructose-6-Phosphate ———— D-Glucose-6-Phosphate

G-6-PD
D-Glucose-6-Phosphate + NAD" ——» 6-Phosphogluconate + NADH

NADH + NBT + MTT + PMS —— > Formazan (précipité bleu)

© Electrophorése sur pel de polyacrvlamide en conditions non dénaturantes
@ Culture et extraction des protéines mycéliennes

Des explantats mycéliens {(de 5 mm de diameétre) sont prélevés au niveau du front de
croissance de la coionie et transférés aseptiquement dans une ficle de Roux contenant 200 ml de
milieu minéral Czapek liquide additionng de levure (Annexe 2). Aprés 12 jours de culture 4 20 °C et
a I'obscurit€ sans agitation, le mycélium est récupéré, rinceé abondamment a I'cau sténle puis
Ivophylisé et conservé a -20 °C.

Pour extraire les protéines solubles, 50 mg de mycélium lvophylisé sont broyés dans un
mortier préalablement refroidi, en présence de 50 mg de sable de Fontainebleau et 50 mg de
polvvinylpyrrolidone et 1 mi de tampon d’extraction (Annexe 4). Le broyat est centrifugé 4 16.000 g
pendant 20 mn a 4 °C, Le surnageant est centrifugé a nouveau a 10.000 g pendant 10 mn. L extrait
ainst obtenu est aliquoté dans plusieurs tubes Eppendorf et additionné de glycérol & raison de 10 %

du volume fina! puis stocké & -20 °C.

© Préparation des gels, dépdts des échantillons et migration

L’¢lectrophorése monodimensionnelle verticale sur gel de polyacrylamide (Laemmli, 1970)
en systéme discontinn (Omstein, 1964} en conditions non dénaturantes est la méthode analytique
utilisée. Dans ces conditions, les protéines sont séparées en fonction de leur poids moléculaire et de
leur charge et sont retenues dans les mailles constituées par 1’association des molécules d’acrylamide
ct de bisacrylamide. La dimension de ces mailles est inversement proportionnelle a la concentration
en acrylamide.

Le systéme discontinu que nous avons utilisé est constitué de deux gels superposés et de
concentration en acrylamide différentes. Le gel de concentration a 3,75 % d’acrylamide est destiné a

recevoir les extraits protéiques. Ses grandes mailles favorisent la concentration de toutes les
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protémes de I'extrait a un méme niveau, avant leur séparation dans le second gel : lc gel de
séparation a 10 % d"Acrylamide (Annexe 4).

Ces deux gels sont successtvement confectionnés cntre deux plagues (une plague en alumine
avee encoche et une autre en verre) de dimension 100 x 80 x 0,75 mm. Dix puits réalisés dans le gel
dc concentration grice a un peigne regoivent chacun 30 pl dextraits protéiques, les puits de bordure
ctant réscrvés a I'indicateur de migration (Bleu de bromophénol dissout dans le tampon d’extraction
contenant 10 % de glvcérol).

La migration éElectrophorétique est réalisée a 4 °C a 'aide d'une cuve verticale SE 280
(Hocfer) sous un voltage constant de 200 V pendant environ 2 a 2 h 30 suivant la hauteur du gel. Le
tampon de migration cst le tampon Tns-Glycine (Annexe 4). Les protéines migrent alors de la
cathode vers 'anode et 1'électrophorése est interrompue lorsque le bleu de bromopbénol attent Ie bas
du gel. Les protéines sont différemment révelées selon que 'on s’intéresse aux protéines totales ou

alx enzyvmes.

@ Coloration des protéines totales
Les protéines sont colorées au bleu de Coomassic selon la méthode de Fairbanks er af.

(1971) (Annexe 3).

© Révélation des estérases
La révélation des estérases est baséc sur le couplage de l'activité spécifique de 'enzyvme
avec une réaction colorée. La réaction de 1'enzyme sur les substrats o, B-Naphtvl acétates, cux-
mémes couplés au réactif coloré (Fast Blue RR) donne licu 4 un composé color¢ insoluble.
Le protocole de révélation des o, P-cstérases est décrit en annexc 5. Pour un systéme
cnzymatique donné, il peut exister plusieurs formes de la méme enzyme qui sont alors appelées
1sozymes. Les zymogrammes ou profils enzymatiques représentent 1'ensemble des isoenzymes d'un

méme échantillon (individu) donné.

© Conservation des gels et analyse des protéinogrammes et zymogrammes

Aprés coloration des protéines et révélation des enzvmes, les gels sont photographigs et
rapidement séchés entre deux feuilles de cellophane en vue d'une longue conservation des profils
obtenus. Les gels ainsi seéchés peuvent étre utilisés sur rétroprojecteur ou pour une analyse ultéricurc
des profils.

Les résultats sont exploités 4 travers des supports photographiques ¢t dans certains cas par
des représentations schématiques des zymogrammes. Ces profils enzymatiques sont ensuite analysés
visuellement par 'appréciation de la présence ou I'absence de bandes, et par identification des

estérases a et B. En effet, I'affinité des enzymes avec le substrat a-Naphtyl acétate sc révele par la
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présence de bandes verdatres alors que les bandes roses matérialisent le couplage avec B-Naphtyl
acétate, L observation de coloration intermédiaire souligne la reaction simultanée des cnzvmes avec
les deux substrats, Chaque bande représentant une ou plusieurs protéines peut étre identifiée par sa
mobilité relative qui est le rapport de la distance de migration de la bande concemée sur celle
parcourue par le front de migration identifié par le bleu de bromophenol. Ce rapport ou Rf (référence
frontale ou rapport frontal) est toujours compris entre 0 et 1 (Gottlieb et Hepden, 1966). Nous avons
¢galement calculé des coefficients de similitude (CS) en appliquant la formule de Hansen ef af.
(1986) :
C8 =2 x Nab/Na + Nb

avec Na et Nb représentant le nombre de bandes totales pour les souches a et b, et Nab étant le
nombre de bandes communes aux deux souches a et b, Nous avons ensuite calculé la distance pour
chaque couple de souches (1-CS) et construit des dendrogrammes en utilisant le programme
UPGMA du logiciel SAS (Institute Inc., 1987),

@ Electrophorése sur gel d"amidon

Cette électrophorése est effectuée en utilisant le protocole décrit par Chévre er al. (1995)

pour l'analvsc des isozymes de différentes Cruciféres.

Q Préparation du gel d’amidon
La préparation d'un gel d’amidon nécessite 300 ml de tampon de gel (Annexe 6) et 34 g
d’amideon. Le mélange d’amidon et du tampon de gel (100 ml) est chauffé en agitant ['Erlen-meyer
pendant que le reste du tampon (200 ml) est mis a bouillir. Aprés ajout du tampon bouillant et des
que ["amidon commence & s épaissir, il est dégazé puis coulé dans la cuve de plexiglas. Le gel est
immédiatement couvert avec un film plastique afin d’éviter son desséchement.
Les gels d’amidon sont préparés la veille de Pélectrophorése et maintenus dans les conditions

du laboratoire. Les protocoles des différents tampons sont décrits en annexe 6,

@ Cultures mycéliennes et extraction des protéines
Les souches sont mises en culture sur du milieu MG pendant deux semaines dans les
conditions de laboratoire, I extraction des protéines mycéliennes solubles est réalisée en brovant un
explantat mycélien d’environ 1 & 2 cm’ dans 200 ml de tampon d’extraction (Annexe 6). Des
morceaux de papier Whatman n° 3 de 10 x 2 mm sont imbibés de [’extrait protéique, puis placés
dans une fente opérée dans le gel d’amidon du coté de la cathode et parallélement a celle-ci. Le bleu

de Bromophénol est utilisé comme indicateur du front de migration.



Tablean 7 : Liste des génotypes hotes utilisés dans notre étude.

Types d’essai Moutarde brune Lignées Colza Type
Chambres climatisées cv. Picra MX cv. Westar Printemps

MXS cv. Samourai  Hiver
Serre cv. Picra MX cv. Westar Printemps

MXS cv, Samourai  Hiver

Champ

Essai 1993-94 cv. Picra MX, LR1, LR3 Printemps

cv. Shogun Hiver

¢v. Darmor Hiver

¢v. Falcon Hiver

¢v. Samourai  Hiver
Essai 1994-95 cv. Picra MX cv. Westar Printemps

MXS cv. Shogun Hiver

cv. Darmor Hiver

¢v. Falcon Hiver

cv. Samourai  Hiver
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© Migration électrophorétique et révélation des PGI

Apres e dépdt des échantillons, le moule contenant le gel est disposé a cheval sur les deux
bacs contenant le tampon d’électrode (Annexe 6), un film plastique couvrant Je gel. L ensemble du
montage est placé au réfrigérateur et un voltage constant de 75 V est appliqué pendant 10 mn de
sorte que les protéines passent dans le gel. Les buvards sont ensuite retirés et un bac contenant de la
glace pilée est disposée sur le gel pendant la migration afin d'éviter les échauffements occasionnés
par le passage du courant. Un courant de 175 V est alors appliqué pour la suite de la migration.
L’¢électrophorése est stoppée lorsque le bleu de bromophénol parvient 4 I’anode, généralement au
bout de 5 h de migration.

Pour Ja révélation des PGI, les gels sont débarassés des parties anodique et cathodique puis
découpés en fines tranches au moyen d’un fil a couper le beurre. La tranche est immergée dans la
solution de coloration {Annexe 6) pendant environ 1 h & 37 °C et & 'obscunté. Aprés la révélation,
les gels sont rincés a 1’eau et analysés visuellement par I'appréciation de la mobilité relative des

bandes enzymatiques. Les gels sont ensuite photographiés.
III-EVALUATION DE L’EFFICACITE DE LA RESISTANCE

Dans cette partie de nos travaux, nous distinguons deux types d’expérimentations :

-Les expérimentations conduites en serre visant a analyser la résistance des lignées
de recombinaison Colza-Moutarde brune vis-i-vis des souches des groupes A et B sur differents
organes de la plante {cotviédons, feuilles et tiges).

-Les expérimentations réalisées au champ ayant pour objectif 1’évaluation de la
durabilit¢ potenticlle de la résistance des lignées de recombinaison confrontée aux populations de L.
maculans sélectionnées par la résistance d'origine Moutarde brune.

La liste des génotypes hdtes testés dans cette étude figure dans le tableau 7.
a) Expérimentations en serre
1) Matériel végéral et culture

Le semis des différents génotypes (Tableau 7) est réalisé le 8/11/1994 dans des pots de 7x 7
x 8 ¢m, 4 raison de deux graines par pot. Les cultures sont conduites en serre 4 2015 °C avec une
photopériode de 16 h. Pour chaque combinaison souche-génotype, 20 plantes sont inoculées et quatre
plantes regoivent de l'eau stérile a la place de l'inoculum. Aprés I'inoculation et la notation des
symptdmes sur les cotylédons et les feuilles, les génotypes de printemps sont transférés dans des pots

de 16 cm de diamétre sur le méme support terreux et tuteurés. Quant aux génotypes de type hiver, ils



Tableau 8 : Caractéristigues des souches et isolats utilisés pour les expérimentations en serre.

Souches Origines Agressivité®
Héte Lieu cv. Picra lipnée MX

Groupe A

MXCI1 Isolat MX Le Rheu MA A

MX1-13 Souche MX Le Rheu MA MA

A942 Souche ¢v. Falcon Allemagne NA A

Mélange des souches du groupe A

Groupe B

MX-6 Souche MX Le Rheu A A

P3-1 Souche cv. Picra Le Rheu NA A

B867 Souche ev. Cérés Dijon NA A

B945 Souche cv. Céres Allemagne MA A

Meélange des souches du groupe B

Mélange des souches des groupes A et B

*A = agressive; MA = moyennement agressive et NA = non agressive.
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sont vernalisés en chambre froide & 4 °C pendant 65 jours. Les plantes sont ramenées en serre a
2015 °C ou elles sont transplantées dans des pots de 16 cm de diamétre. Les plantes sont arrosées
avec une solution nutritive (Akaphos | N-P-K-MgO / 15-10-15-2) toutes les deux semaines de la
transplantation jusqu'a la montaison. A partir de la floraison, les plantes sont arrosées deux fois par

semaine avec la solution nutritive.
2) Marériel fongique

Nous avons utilisé trois souches du groupe A et guatre souches du groupe B dont les
caractéristiques sont mentionnces dans le tableau 8. En plus de¢ ces souches utilisées séparément,
trois mélanges de souches servent d'inoculum. Le mélange de deux souches du groupe A, le mélange
de quatre souches du groupe B et le mélange des sept souches des groupes A et B. La concentration
en spores des souches prises individuellement ou en mélange est ajustée a 1,25 10° spores/ml.

3) Condite de l'essai

© Test sur cotvlédons

La méthode d’inoculation est identique a celle décrite dans le paragraphe 2, page 33. Aprés
I'inoculation, les plantes sont maintenues en serre a I’obscurité a 'aide de baches plastiques noires.
L’incubation est ainsi réalisée a 20+5 °C. Aprés 24 h, les baches sont Btées et les couvercles des
maxiserres maintenenus légérement ouverts pour entretenir une humidité élevée pendant 48 h (Fig.
13). A I'issue de cette période d’incubation, les maxiserres sont découvertes et les svmptomes sont

notés 14 jours apres I'inoculation suivant 1’échelle de Williams et Delwiche {1979) (Annexes 3, 3a).

@ Test sur feuilles (Annexes 3, 3a)

L’inoculation est effectuée sur les blessures réalisées de chaque c6te de la nervure principale
et dans la moitié supérieure du limbe. Afin de maintenir les gouttes sur les points d’inoculation, 5 pl
de Tween 80 sont additionnés & 8 ml d’inoculum. Aprés l'inoculation des feuilles (27 jours apreés le
semis), ’obscurité est maintenue pendant 48 h a 1’issue desquelles les plantes sont couvertes pendant
48 heures supplémentaires en wue d’assurer une humidité saturante. Scules les deux premiéres
feuilles sont inoculdes. Au moment de I'inoculation des feuilles, le ¢v. Picra était au stade quatre
feuilles et les autres génotypes au stade deux feuilles.

Les symptomes foliaires sont évalués 17 jours aprés !'inoculation suivant une échelle

inspirée de celle de Newman et Bailey (1987) allant de O (résistance) a 6 (sensibilité).

@ Test sur tiges
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Deux sérics d’inoculation sur tiges sont effectuées. Une premiére inoculation réalisée le
10/01/95 concerne les génotypes de type printemps, la scconde intéresse les génotypes vernalisés
(14/03/95). Dans les deux cas, la technique d’inoculation est rigoureusement identique.

Les génotypes de cycle de printemps sont inoculés 62 jours aprés le semis sur des plantes
ayant atteint des stades de développement différents (Fig.14) : la lignée MX au stade E, le Colza (cv.
Westar) en début floraison (F1) et la Moutarde brune {cv. Picra} au stade G1 avec en moyenne 15
stliques formées (Fig. 14). Les génotypes d’hiver sont inoculés 128 jours aprés le semis soit 15 jours
apres leur transfert en serre. Au moment de 'inoculation, la lignée MXS et le cv. Samourai étaient
en début de montaison.

L’inoculation sur la tige a alors consisté & blesser celle-ci entre la premicre et la deuxiéme
feuille au moyen d’une aiguille stérile. Cing blessures d’environ 1| mm de profondeur couvrant la
surface d’une pastille de 3 mm de diamétre sont ainsi réalisées. Des pastilles stériles découpées dans
du papier buvard sont imbibées dans 1’'inoculum et immédiatement appliquées sur les blessures. Une
bande de parafilm permet de maintenir la pastille pendant toute la durée de 1’expérimentation. Les
plantes témoins sont inoculées avec des pastillcs imbibées d’eau stérile. Deux semaines apres
l'inoculation des génotypes de type hiver, unc attaque d’oidium a été constatée. Les plantes ont &té
traitées au Rubigan 4 (Fénarimol, de la famille chimique des pyrimidines méthanol substituées) le
31/03/95 4 la dose de 2,5 ml/l. Par ailleurs une forte attaque tardive de pucerons cendrés a €courté
d’une semaine la durée de I'expérimentation.

Compte tenu des différences observées dans les symptdmes induits sur les tiges par les deux
types de souches, nous avons défini deux échelles consignées en annexes 3 et 3b. Ces échelles
tiennent compte de la dégradatidn des tissus ligneux et de la moelle des plantes. Les plantes sont
notées huit semaines aprés V'inoculation pour les génotypes de cycle de printemps et sept semaines

apres inoculation pour les génotypes de cycle dhiver,
4) Méthodes d'analyse des résultats

Pour tous les tests, nous considérons chacune des 16 plantes testées comme une répétition.
Un indice de maladie est calculé par plante suivant la formule :

IM =Y {ni x1)/N ot i = classc dc maladie variant de Q a P, P différant en fonction
des tests. ni = nombre de sites d’inoculation avec la note 1 et N = nombre total de sites inoculés. Les
données ainsi recueillies sont analysées a ’aide du logicicl SAS, version 6, suivant la procédure
GLM. Les données n’étant pas distribuées suivant la loi normale et les varlances etant non
homogeénes (test de Bartlett), nous avons utilise un test non paramétrique de comparaison de
moyennes, identique au test de Newman et Keuls, en remplagant les moyennes par les sommes de

rangs {Scherrer, 1984).



Figure 15a: Dispositif expérimental au champ (quatre répétitions par génotype).
(=») résidus de récolte contaminés. (Photo : I. Somda)
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b) Expérimentations au champ

Deux essais ont été réalisés au champ en 1993-94 et en 1994-95 respectivement sur les sites
de Cintré (situ¢ a 6 km de la station de Pathologie Végéiale) et du Rheu. Les essais seront identifiés
dans la sutte du mémoire comme suit : Essai 1993-94 et Essai 1994-95. Sauf indication, la mise en

place et Ia conduite des deux essais sont identiques.
1} Matériel végértal et culture

Les génotypes utilisés dans cette étude sont consignés dans le tableau 7. Les semis sont
réalisés en automne (9 octobre 1993 pour le premier essai et 21 septembre 1994 pour le second
essai) selon le dispositif blocs de Fischer a quatre répétitions (Fig. 15a). Chaque génotype est semé
sur cing lignes espacées de 30 cm par parcelle élémentaire. La distance interparcellaire est de 50 cm.

La taille des parcelles ¢lémentaires est 12 m’ pour l'essai 1993-94 et 6 m” pour l'essai 1994-93.
2} Caractéristiques climatiques des deux campagnes

Les données climatiques concernant la période de vegétation du Colza sont illustrées dans la

figure 15b pour les deux années d'expérimentation.
3) Apport d'inoculum ef échantilionnage

L’inoculum apporté environ un mois aprés le semis, est essentiellement constitué des débris
de récolte de la campagne précédante disposés dans des conditions favorables a la différenciation des
périthéces. Les résidus de récolte (environ 20 a 30 cm de tige avec pivot) des génotypes résistants
{lignées et Moutarde) sont préférentiellement utilisés dans le but d'augmenter la pression d'inoculum

des souches adaptées a cette résistance.

Pour le premier essal, les résidus de récolte proviennent d’un essai réalisé en 1992-93 en
parcelle expérimentale sur le site du Rheu. Cet essai, inoculé avec des restes de tiges de Colza
provenant de diverses régions de France, nous a permis de disposer en automne 1993 de rares
périthéces sur les résidus de récolte des lignées de recombinaison et de la Moutarde brune (cv.
Picra), bien que ces génotypes n’aient pas manifesté de maladie en végétation. Les résidus de récolte
de ces génotypes résistants sont apportés sur les parcelles le 9 novembre 1993 4 raison de deux tiges
par métre carré. Un apport complémentaire de quatre tiges de Colza par métre carré a été nécessaire

pour renforcer la pression d’inoculum.
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Les résidus de récolte des génotypes résistants issus de 1'cssai 1993-94 présentent a
"automne 1994 une quantité plus importante de périthéces. Par conséquent, le second essai cst
contamin¢ le 4 novembre 1994 avec I'inoculum provenant majoritairement des geénotypes résistants
(Annexe 1). En effet, deux tiers des restes de culturc apportés sont constitués de matériels résistants
(soit quatre tiges/m*) et l'autre tiers de résidus de Colza (deux tiges/m?).

Avant le début de 1'épidémie, 30 plantes de Ia lignée MX, des cvs. Picra et Samourai sont
retcnucs au hasard sur les trois lignes centrales de chacune des reépétitions pour les analyses

ultérieures de comptage de macules ct de notation de nécrose du collet.
4} KEvaluation de la maladie

O Les symptémes foliaires

Sur I'essal 1993-94, nous avons compté lc nombre de feuilles malades par plante sur les 30
plantes échantillonnées environ cing meis aprés 'apport de 'inoculum (22/03/1994). A cette date,
MX était au stade G1-G2, ¢v. Samourai au stade FO et ¢v. Picra au stade D1 (Annexe 7). Pour
l'essal 1994-95. I'évaluation du nombre de feuilles malades et du nombre de macules par feuille cst

effectuce les 22/11/95, 5/01/95 et 14/02/95.

® La nécrosc du collet

En 1993-94, unc scule évaluation de la néerose du collet est effectuée a la récolte en juin
1994, Les 30 plantes identifiées au début de I'expérimentation plus 30 autres plantes arrachées an
hasard sont notées pour ’intensité de la nécrose du collet. Cette évaluation de la maladie intéresse
tous les génotypes testés.

L’essai 1994-95 a fait I'objet d'une notation de la nécrosc du collet réguli¢rement tous les 15
jours du 4/04/95 au 16/06/95. A chaque date de notation, dix plantes sont arrachées au hasard par
génotype et par répétition. Une derniére notation a la récolte (27/06/1995) a porté sur 30 plantes
prélevées au hasard par génotype et par repétition.

Les plantes sont notées suivant une échelle de I (résistance) a 6 (plantc cassée} (Anncxe 8).
Pour calculer I'indice de maladie (IM), les coefficients 0, 1, 3, 5, 7 et 9 sont respectivement affeciés

aux six classes.

3) Analyse des résultats

Les indices de nécrose sont analysés a 'aide du logicie! de statistiques SAS, version 6

suivant la procédure GLM.
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Les espéces de Brassica possédant le géndme B manifestent une résistance de type
hypersensible au stade cotylédonaire et une résistance totale au champ vis-a-vis des populations dc L.
maculans. Parmi ces especes, la Moutarde brune est actuellement utilisée pour l'amélioration de la
résistance du Colza a la Nécrose du collet au stade jeunes planies. Cette résistance évaluée au champ
s'est avérée efficace vis-a-vis des populations de L. maculans structurées par le Colza dans les
conditions de la Bretagne. Cependant, son effet sur la structure des populations du pathogéne n'est
pas connu. Cette information qui permettrait d’avoir des indications sur sa durabilité potentielle est
essentielle pour orienter les schémas de sélection et la gestion de cette nouvelle source de
résistance.

Clest pourquoi, a partir d'expérimentations réalisées au champ, dans des conditions
particuliérement favorables & l'expression eventuelle de souches agressives sur ce matériel, nous
avons engagé des travaux visant a caractériser les populations de L, maculans présentes sur une
lignée de recombinaison Colza-Moutarde brune et un cultivar de Moutarde brune comparativement a

celles présentes sur le Colza.
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SUR LA STRUCTURE DES POPULATIONS DE L. MACULANS
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INTRODUCTION

Connaitre I'importance de la variabilité des populations du pathogéne face a différentes sources
de resistance est capital pour prévoir I'évolution ultérienre des épidémics et la durabilité de ces

résistances.

Nous avons cherché a caractériscr les souches de L. maculany en nous basant sur les critéres
classiques (morphologie et pathogénie} et modemnes (¢électrophorése des protéines).

L’approche biochimique devrait nous permettre de définir des profils types de chacun des
groupes de L. maculans utilisables pour des études ultérieures de caractérisation en routine des

populations du parasitc.

Le test mimaturisé d'inoculation des cotvlédons, en conditions contrdlées, présente le double
avantage d’étre rapide, peu encombrant et de permettre ’analyse d’un grand nombre de souches et de
génotypes. Ce test permet d’appréhender le spectre de virulence dunc population donnée du parasite sur

une gamme d'hotes et par conséquent, didentifier éventuellement des virulences nouveltes.

Les données bibliographiques sur la caractérisation des populations de 1. maculans nc traitent
pas des souches inféodées a la Moutarde brune puisqu'elle est considérée comme totalement résistante.
Pourtant, grice au dispositif expérimental que nous avons utilisé (Annexc 1), il nous a été possible
d'isoler des souches de [.. maculans 3 partir de la lignée de recombinaison MX et de la Moutarde brune

cv. Picra.

C'est dans ['objectif d'étudier la structure des populations de L. maculans, et en particulier
d’identifier les souches aptes a surmonter le géne de résistance de la Moutarde brune infrogressé

dans le Colza, que nous avons réalisé les travaux qui sont rapporiés dans cette premiére partie.

Le premier chapitre portera sur les populations de L. maculans isolées de la Moutarde brune
(cv. Picra) et le second chapitre traitera des populations isolées de la lignée MX
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Chapitre 1 : POLYMORPHISME CULTURAL, ENZYMATIQUE ET
POUVOIR PATHOGENE DES SOUCHES DE LEPTOSPHAERIA
MACULANS ISOLEES DE BRASSICA JUNCEA CV., PICRA.

(Article accepte le 14 Mai 1996 pour publication dans Plant Pathology)

INTRODUCTION

En 1992-93, un essai visant a obtenir des contaminations sur les lignées de recombinaison
Colza-Moutarde brune et sur la Moutarde brune ¢v. Picra est réalis¢ en plein champ. L'inoculum utilis¢
en début d'essai était constitué de résidus de Colza provenant de diverses régions de France. En fin de
culture, les résidus de recoltes des lignées et du cv. Picra sont disposés séparément dans des conditions
favorables & la production des périthéces. Ainsi, 4 l'automne 1993 nous avons pu observer de rares
périthéces sur cing tiges du cv. Picra a partir desquels des souches monoascosporées sont isolées. La

caractérisation des populations isolées du cv. Picra fait I'objet de l'article 1.

RESUME DE L’ARTICLE 1

Les caractéristiques culturales, biologiques (pathogénie) ct biochimiques (isozymes) de 36
souches de Leptosphaeria maculans isolées du cv. Picra sont analysées en comparaison avec sIX
souches de référence des groupes A ¢t B. Les souches isolées du ¢v. Picra sont simulaires aux frois
souchcs de référence du groupe B isolées de colza sur la basc des caractéres culturaux. Parmi les 36
souches isolécs du cv. Picra, 29 souchcs sont agressives sur le cv. Picra. Il cn st de méme pour deux
souches de référence du groupe B alors que les trois souches de référence du groupe A ne sont pas
agressives sur ce génotype. Toutes les souches (42) testées sont agressives sur la lignée de
recombinaison B. napus-B. juncea et sur le cultivar de Colza Westar.

L'analyse des phosphoglucose isomérases montre deux profils différents permettant de
différencier les souches de référence du groupe A (bande rapide) de celles du groupe B (bande lente).
Toutes les souches isolées du cv. Picra ont un profil identique & celui des souches du groupe B.
L'analyse des profils d'isoestérases révéle des différences considérables entre les souches de référence
des groupes A et B. Les souches isolées du cv. Picra se caractérisent par six profils isoenzymatiques
différents dont celui des souches de référence du groupe B. Le dendrogramme construit au moyen du
programme UPGMA 4 partir des coefficients de similitude des profils enzymatiques corrobore la
distinction entre groupe A et groupe B des souches de L. maculans. Cependant, deux 1solats ayant un
profil enzymatique particulier sc rattachent au groupe A. Les conséquences des souches 1solées du cv.

Picra sur I'épidémiologie de la Nécrose du collet et sur la sélection pour la résistance sont discutées.
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Leptosphaeria maculans isolates from B. juncea

Morphology, pathogenicity and isozyme variation among French isolates of Leprosphaeria

maculans recovered from Brassica juncea cv. Picra

I. SOMDA, M. RENARD* and H. BRUN
Station de Pathologie Végétale, *Station d'Amélioration des plantes, INRA, BP 29, Domaine de la
Motte, F-35653 Le Rheu Cedex, France

The charactenistics of 36 isolates of Leptosphaeria maculans originating from cv. Picra were
investigated using cultural, pathogenicity and isozyme analyses in comparison with six known
1solates of A- and B-Groups. Picra-related isolates were similar to the three known B-Group isolates
from B. napus using a cultural test. Two known B-Group isolates and 29 of the 36 Picra-related
isolates tested were aggressive on cv. Picra, whereas all the three known A-Group isolates were not.
All the 42 isolates tested were aggressive on the B. napus-B. juncea recombinant line MX and on B.
napus cv. Westar. Phosphoglucose isomerase analysis showed two different pattcrns, separating A-
Group known (fast band) from B-Group known isolates (slow band). All cv. Picra 1solates displayed
the slow band. Considerable differences in isocsterase patterns were found between known A- and B-
Group isolates. Isolates rccovered from cv. Picra displaved six different electrophoretic pattems,
including that of the known B-Group isolates. Clusters of the 42 isolates, generated by UPGMA
analysis based on similarity coefficients of electrophoretic types, matched the previous classification
into A- and B-Groups, although two atypical Picra-related isolates with a singular pattern clustered
with the A-Group. The importance of thesc isolates for blackleg epidemiology and resistance
breeding is discussed.
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INTRODUCTION

Leptosphaeria maculans, teleomorph of Phoma lingam, is the causal agent of blackleg
(Smuth & Sutton, 1964), one of the most vield-limiting diseases of cruciferous crops. This disease
has been of particular concern in France over the 10 last years because B. napus cultivars are
susceptible or moderately resistant to L. maculans at both the seedling and adult plant stages. An
early study reported by Cunningham (1927) indicated that L. maculans populations can be
distinguished into non-pathogenic or non-aggressive isolates and pathogenic or aggressive isolates.
The aggressive 1solates (also termed A-Group isolates) caused severe canker on rapeseed while the
non-aggressive isolates (B-Group isolates) induced mild symptoms (Johnson & Lewis, 1994).
Moreover, these two groups differ in cultural characteristics (Pound, 1947) and in ability to produce
sirodestnin PL in vitro (Koch ef al., 1989). Genetic diversity in L. maculans was also studied using
isozyme analyses (Balesdent er al,, 1992 Hall ef al., 1993), electrophoretic karvotvping (Taylor er
al., 1991) and DNA polymorphism (Johnson & Lewis, 1990). These results along with the cross
incompatibility between the two groups of L. maculans isolates (Bonman ef a/., 1981) indicate

considerable genetic differences which lead to the suggestion that thev might be different species.

To cope with the great variability of this pathopen, breeding for resistance must be given a
high prionity since cultural and chemical contro! measures are either inefficient or unavailable.
Intraspecific and mterspecific variation for blackleg resistance exists in B. napus and mustards with
the B genome (B. nigra (L.} W. Koch, B. juncea (L) Czemj. & Coss,, and B. carinata A Braun.),
respectively. While B. napus partial resistance operates mainly at the adult plant stage, the mustard
species exhibit total and stable resistance throughout the life of the plant (Roy, 1978, Sacristan &
Gerdemann, 1986). In this context, interspecific crosses were used to transfer resistance genes from
the mustards into the B. napus genome n order to improve the seediing and adult plant resistance of
B. napus. Exploiting musiard complete resistance is of great interest but care must be taken to
ensure the durability of this type of resistance. Indeed, Gugel & Petrie (1992) found that a low level
of infection may occur on mustards grown in regions where blackleg is a problem on B. napus. Root
infection could occur on B. juncea despite its resistance at both the cotyledon and the adult plant
stage (Rimmer & Van den Berg, 1992). Moreover, some B. napus-related isolates were virulent on
B. juncea cvs Stoke and Zaria in Australia {Salisbury & Ballinger, 1993). These results show that
mustards are not immune to infection, and vanation for the pathogenicity trait may exist in natural
populations of the fungus. Since B. juncea resistance is used in breeding programs in France, it is
important to know whether isolates capable of overcoming this type of resistance exist in French L.
maculans populations. In this paper we report the characterization of L. maculans isolates obtained

from B. juncea cv. Picra in the Brittany region of western France.



Leptosphaeria maculans iso/ates from B. juncea

Table 9, List of Leptosphaeria maculans isolates used
in this study

Isofates Host cultivars Origins

Single-ascospore isolates

A940° B. napus Germany
A941 B. napus Germany
A942 B. napus Germany
B943" B. napus Germany
B944 B. napus Germany
B945 B. napus Germany
P1-1°to P14 B. juncea Le Rheu
P2-1to P2-18 B. juncea Le Rhen
P3-1to P3-2 B. juncea Le Rheu
P4-1 to P4-9 (without  B. juncea Le Rheu
P4-4 and P4-7)

P4-13 and P4-15 B. juncea Le Rhen

Pycnidiospore-mass isolates’

PF1 to PF2 B. juncea Le Rhen
PT1 B. juncea Le Rhen

*Reference A-Group isolates; 'Reference B-Group
isolates, “The isolate number 1 came from the stem
number 1 of cv. Picra (P); ¢ These isolates came from
leaf (F) or stem (T) lesions on ¢v, Picra (P).

Somda et al.
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MATERIALS AND METHODS
Isolates of Leptosphaeria maculans

Thirty three single-ascospore isolates and three pycnidiospore-mass isolates from cv. Picra
were used in this study (Table 9). Single-ascopore isolates were obtained from stem bearing
pseudothecia according to the method described by Smith & Sutton (1964). Mass isolates were
obtained by surface-sterilizing infected tissue in alcohol for 20 s, rinsing in sterile water, drving with
sterile N° 1 Whatman paper and transferring a small piece of tissue containing lesions to malt agar.
Three known A-Group isolates (characterized as producing sirodesmin PL) and three known B-
Group isolates (not producing sirodesmin PL) were generously provided by Dr Poutot

(Gesamthochschule Kassel, Witzenhausen, Germany) and included in this study as references.
Morphology tests

Cultural charactenstics were studied on 2 % malt agar supplemented with 230 ug/ml
streptomy¢in sulphate. Five replicate plates were inoculated with 0.5 cm diam mycelial plugs cut
from the margin 7 day old colonies of each isolate. Inoculated plates were incubated in the dark at 20
°C, and radial growth was measured 14 days later. The mean diameter was calculated as the average
of two orthogonal measurements of colony diameter on each plate. Colony morphology, pigment
diffusion, mycelial pigmentation, and pyenidium production were also recorded 28 days after

inoculation.
Pathogenicity tests

The isolates were tested for pathogenicity on cv. Picra, cv. Westar and B. napus-B. juncea
recombinant line MX, using the technique of Williams & Delwiche (1979). Seeds of each genotype
were sown on soil mixture (sand/loam/compost, 1/1/1) in 7x7x8 cm plastic pots and incubated at 15
°C in a growth chamber with a 16 h light period. Ten days after planting, wounded cotyledons were
inoculated with 10 pl drops of the pycnidiospore suspension at 107 spores/ml. Inoculum was
produced according to the technique described by De March ef al. (1986). Inoculated seedlings were
transferred to a growth chamber regulated at 20 °C with a 16 h light period. True leaves were

removed as they developed in order to prevent early senescence of cotyledons.

Disease was rated 14 days after inoculation using the O (resistant) to 9 (susceptible) scale of
Williams & Delwiche (1979). Each isolate was tested on at least 16 plants {i.e., 64 inoculation sites).
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Each plant was considered as a replicate. A disease index was calculated as followed : DI = 3 (Ni x
1) / Nt where Ni represented the number of inoculation sites with the disease score 1 (0 to 9), and Nt

the total number of inoculation sites.

Isoesterase analysis

Five mycelial plugs (1 ¢m diam), cut from 7 day old colonies growing on V8-juice agar,
were aseptically transferred into plastic bottles contaiming 100 ml of liguid Czapek medium
supplemented with 0.2 % yeast extract. Liquid cultures were incubated statically at 20 °C in the dark
for 12 days. After vacuum filtration, the mycelial mats were well rinsed with sterile water,
lyophilized and then stored at -20 °C. Proteins were extracted according to the method described by
Somé and Tivoli {1993). Extracts were stored at -20 °C until required.

Vertical polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was performed according to Laemmli
(1970). The gels were run and the isoesterase bands were visualized as described by Some & Tivoli

(1993). Isozyme analvses were repeated twice in order to check the reproducibility of the experiment.

Phosphoglucose isomerase analysis

Phosphoglucose isomerase (PGI) banding patterns were identified by horizontal starch gel
electrophoresis. Samples were prepared by growing the isolates on malt agar. Mycelial plugs (1-2
cm square) were cut from the colony and directly ground in a mortar in 200 pl extraction buffer
contatning 0.1 M Tris HCI, pH 7.5 and 1 % (w/v) reduced glutathione. The mycelial extracts were
absorbed onto blotting paper wicks and inserted vertically into the sample slot of the starch gel (pH
7.0, 12 % (w/v) starch). The gels were then run and PGI banding pattems were stained according to
Chévre er al. (1995). The gels were analysed visually for the relative mobility of the bands. Each

isolate was analysed twice to determine the repeatability of the results.

Isozyme data analysis

Isoesterase (EST) profiles were visually analysed by identifying both the - and B-EST
bands and the intermediately stained bands as described by Somé & Tivoli (1993). Based on EST
and PGI data, similarity coefficients (Sc) for each pair of electrophoretic types (ETs) were
calculated as twice the number of bands in common divided by the total number of bands in the two
ETs (Hansen ef al, 1986). Relationships between ETs were investigated using average linkage
cluster analysis, performed on the distance (1-Sc) matrix of ETs with the SAS cluster program (SAS
Institute Inc., 1987).
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Table 10. Characteristics of Leptosphaeria_maculans isolates with respect to cultural character, pathogenicity.

Isolates Growth rates® Pathogenicity” Means  Pigment’
(mm / day) cv, Picra MX line cv. Westar

A940 2.02e 30110 46413 9.010.4 55 -
A%41 2.19% 28110 4.0%1.2 8.5t1.0 5.1 -
AS42 NT¢ 3.110.9 6.2+1.6 8.0+l 4 58 -
Means 3.0 49 8.3

BO43 4,49 3.941.2 8.0+1.0 6.241.9 6.0 +
B944 3.03cd 6.7+1.6 8.0+0.8 6.5+1.5 7.1 +
B945 NT 44415 72417 5.0+1.4 5.5 +
Means 5.0 1.7 59

Pl-1 3.53bcd 4.6x1.5 8.710.7 8.610.7 7.3 +
P1-2 2.79d 5.242.0 8.7+0.7 84410 7.4 +
P1-3 3.99ab 4,420 7414 8509 6.8 +
Pl-4 2.82d 3.8£1.3 8.5140.4 7.3£1.5 6.5 +
P2-1 3.41bcd 4.8x1.3 8310 8.710.6 7.3 +
P2-2 3.12bcd 43+1.6 7.8+1.1 8.710.4 6.9 +
P2-3 3.20bcd 4.3+1.5 8.3+0.8 8§.441.1 7.0 +
P2-4 2.87d 4.311.9 76109 8.640.8 6.8 +
P2-5 3.25bed 5.5x1.5 7.3%1.2 8.610.7 7.1 +
P2-6 3.76bc 6.1£2.0 8.210.7 86108 7.6 +
P2-7 3.32bed 53x1.4 8.3+0.9 8.3x13 7.3 +
P2-8 4.72a 3812.1 8.910.3 88405 7.8 +
P2-9 2.96cd 45+19 7.921.0 8309 6.9 +
P2-10 2.75d 44417 8.0£1.0 89403 7.1 +
P2-11 3.13bed 3512 7.210.8 8.940.2 6.5 +
P2-12 2.97bcd 7.012.1 8.910.3 8.740.8 82 +
P2-13 3.04cd 5. 7416 8.010.7 89403 7.5 +
P2-14 3.11bed 48423 7.4%1.0 8.410 8 6.9 +
P2-13 3.71be 33116 7.411.0 8.8+0.4 6.5 +
P2-16 3.85b 4.1£1.1 8.440.6 7.2+1.3 6.6 +
P2-17 3.01cd 3.241.2 7.840.9 6.812.0 59 +
P2-18 3.31bcd 7.01.6 8.94+03 3.8310.4 82 +
P3-1 2.90d 3.2+10 8.1+0.9 7.6x1.4 6.3 +
P3-2 3.30bed 7.8+1.8 8.610.7 8.7x1.2 84 +
P4-1 NT 8.510.7 8.510.9 8.710.6 86 +
P4-2 NT 7.12.3 7.51.7 8.0£2.0 1.5 +
P4-3 NT 7.441.6 8.211.5 8.1+1.4 7.9 +
P4-5 NT 1.5£2.5 8.211.5 8.0£1.5 19 +
P4-6 NT 58+1.6 8.3+2.6 8.610.6 7.6 +
P4-8 NT 8.0%1.6 8.940.3 7.5¢1.6 8.1 +
P4-9 NT 73124 8.430.9 7.942.0 7.9 +
P4-13 NT 6.910.2 8.9+0 4 6.412.3 7.4 +
Pa-15 NT 61423 8.241.1 6.912.1 7.1 +
FF1 2.99¢cd 33125 591820 7.1827 54 +
PF2 2.28de NT NT NT NT +
PT1 3.04cd 85411 8.2+1.4 8.3£1.2 83 +
Means 55 8.1 8.2

*Values are the means of 5 replicates of each isolate incubated at 20 °C for 14 days. Mean values followed by
the same letter are not significantly different at 5 % level using Newman-Keuls' test.

"Disease was recorded 14 days after inoculation using a 0 10 9 scale. Data are the disease index (DI) of 16
replicates of each cultivar-isolate combination * Standard deviation. Interaction phenotype : DI<4 = Resistance,
4<DI<6 = Moderate resistance, DIz6 = Susceptibility; °-, absence; +, presence; NT, not tested
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RESULTS
Colony morphology and growth rate

Unlike known A-Group isolates, known B-Group and cv. Picra isolates produced a yellow to
brown-red pigment on malt agar and displayed white, yellow and grey mycelium. Some of the
isolates produced aerial and abundant fibrous mycelium while others yielded felty mycelium usually
associated with the brown-red pigment (Fig. 16). Unexpectedly, the aerial mycelium was invaded by
many pycrudia. Generally, A-Group known isolates grew slower (2.02-2.19 mm/day) than known B-
Group and cv. Picra isolates (2.28-4.72 mm/day), although overlapping growth rates could be
observed (Table 10). In some instances, cultural variability was due to sectoring of felty grey or

yellow to white aenal mycelium,
Comparison of pathogenicity

Analysis of variance of disease indexes on the different Brassica genotypes tested indicated
highly significant differences among isolates and cultivars. Known A-Group isolates, A940, A941,
A%42 were not aggressive on cv. Picra whereas they were moderately aggressive (A940 and A%41)
to highly aggressive (A942) on MX recombinant line. All A-Group isolates were lughly aggressive
on cv. Westar. The known B group isolates, B943, B944, B945, varied in aggressiveness (sensu
Van Der Plank, 1968) towards cv. Picra (Table 10). Of the 35 isolates obtained from ¢v. Picra
tested, 17.1 % were not aggressive, 45.7 % were moderately aggressive, and the remaining 37.2 %
were highly aggressive on the cv. Picra. All known B-Group and Picra-related isolates were
aggressive on both the MX recombinant line and cv. Westar.

The Picra-related isolates caused on cv. Picra, MX recombinant line and cv. Westar,
necrotic symptoms with brownish spots, typical of B-Group isolates. These lesions were usually
assoctated with chlorotic halos and appeared earlier than those caused by A-Group isolates.
Sometimes, minute pycnidia were observed on cotyledons of cv. Westar or MX recombinant line
inoculated with Picra-related 1solates. In rare instances, these pycnidia generally encrusted under the
peridermal layer were observed on senescent cotyledons of cv. Picra. On contrast, the known A-

Group isolates produced greenish symptoms without chlorosis on cv. Westar.
Isozyme analysis

PGI analysis yielded one slow-moving isozyme, which was specific to B-Group isolates. All

cv. Picra isolates shared the same slow band as the known B-Group isolates. A fast PGI isozyme



Figure 16 : Cultural morphology of B-group isolates of Leptosphaeria maculans -
(a) aerial and fibrous mycelium ; (b) felty mycelium.
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Figure 17 : Izozyme banding patterns of A- and B-Group isolates of Leptosphaeria maculans :
(a) Phosphoglucose isomérase (PGI) profiles of reference A-Group isolates (lanes 3-4),
B-Group isolates (lanes 1-2) and isolates recovered from cv. Picra (lanes 5-13).
(b) Isoesterase (EST) profiles of A-Group isolates (lanes 1-3) and B-Group isolates
(lanes 4-7).

Photos : I. Somda
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Figure 18 : Diagram of isoesterase polymorphic banding patterns among Leptosphaeria maculans
isolates with Rf ranging from 0.37 t0 0.67.
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Figure 19 : Dendrogram of isozyme similarities among 8 electrophoretic types of
Leptosphaeria maculans. Data based on the distance (1-Sc) between paired ETs were analysed by the
unweighted paired-group method (UPGMA).
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Table 11. Electrophoretic types of Leptosphaeria maculans isolates

Isolates Hosts Electrophoretic  Frequencies Agpressiveness
vpes on cv. Picra
940 B. napus ETAl 0.67 -
941 B. napus -
942 B. napus ETA2 0.33 -
943 B. napus ETB2 1.0 -
044 B. napus +
945 B. napus +
P14 B juncea ETBEI 0.28 -
P2-1 B juncea +
P2-2 B juncea +
P2-3 B juncea +
P2-11 B juncea -
P2-13 B juncea +
P2-18 B juncea ++
P3-2 B juncea ++
P4-1 B juncea ++
P4-6 B juncea +
P2-14 B juncea ETB2 0.19 +
P2-15 B juncea -
P3-1 B. juncea -
P4-8 B juncea ++
P49 B juncea ++
P4-13 B juncea ++
PT B. juncea ETB3 0.25 ++
P2-4 B juncea +
P2-7 B juncea +
P29 B juncea +
P2-10 B juncea +
P2-12 B juncea ++
P2-16 B. juncea +
P2-17 B juncea -
P4-3 B juncea ++
PF] B. juncea ETB4 0.06 -
PF2 B. juncea NT
Pl-1 B juncea ETBS5 .14 +
P1-2 B juncea +
Pl1-3 B juncea +
P4-2 B juncea ++
P4-15 B juncea ++
P2.5 B juncea ETB6 0.08 +
P26 B juncea ++
P2-8 B juncea +

- = not apgressive. + = moderately aggressive, ++ = highly aggressive, NT =

not tested

Somda et al.
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was found in the A-Group isolates (Fig. 17a). In our study, the number of total bands of EST and
their relative mobility were reproducible, except for some minor differences rarely observed in the
staining intensity of certain bands. EST isozymes of A-Group isolates could be visually
distinguished from those of B-Group isolates (Fig. 17b). The A-Group isolates displaved two
electrophoretic types termed ETAL and ETA2, with a nearly identical EST pattern (Fig. 18). The
known B-Group isolates all had the same EST banding pattern and were assigned to the ETB2 type.
The 36 isolates recovered from cv. Picra were divided into six ETB type. The number of isolates per
ETB type varied from 2 to 10 (Table 11). The ETB4 type appeared to be atypical and specific to
leaf lesion isolates, since no ascospore isolates displaved this pattern. However, the small number of
leaf isolates analysed precluded any final conclusion. There is a need to study more such isolates to

determune to what extent this type of isolate occurs in L. maculans populations.

EST have either specific affinity for c-naphthyl acetate (green bands, o-EST) or B-naphthyl
acctate (pink bands, B-EST) or can react simultaneously with the fwo substrates (intermediate
colour). The a- and PB-EST were found in both ETA and ETB tvpes, however in different

proportions. The intermediately coloured bands {a, B-EST) were onlv observed among ETB type.
Cluster analysis of isozyme profiles

Two main ET clusters could be distinguished by UPGMA (Fig. 19). The first group
contained the two ETA types and the second group was composed of the ETB tvpe. The ETB4 type
atvpically clustered with ETA, with however the highest normalized distance (d = 0.98). While the
ETA] and ETA2 types were closely clustered (d = 0.09), the ETB type showed the most important
within-group variability since the greatest normalized distance values were observed in this cluster

(Fig. 19).
DISCUSSION

The use of well-characterized reference A-Group and B-Group isolates allowed a quick and
reliable classification of our test isolates. Picra-related isolates and known B-Group isolates
produced pigments on malt agar and displayed identical PGI profiles which were different from those
of A-Group isolates. Based to these results, all the isolates from the cv. Picra belonged to the
B-Group. The distinction of A- and B-Group using PG! analysis is in agreement with the report of
Hall et al. (1993), and matches previous studies based on molecular analyses (Johnson & Lewis,
1990).
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In constrast to the polymorphic PGI profiles, o- and B- EST banding patterns aliowed the
discrimimation of six subgroups among isolates from cv. Picra, while the A-Group was more
homageneous. In our cluster analysts of the isozyme data, the majority of B-Group isolates clustered
together. This cluster was clearly separated from that of A-Group isolates, consistent with the
separation of L. maculans into two groups. The large distance (d>1) at which the two groups finally
merged suggests a large genetic divergence between the two populations of L. maculans, supporting
the statement of Koch et al. (1991) that A- and B-Groups represent different taxa. The A-Group
cluster encompassed two B-Group isolates with, however, a high distance unit (d = 0.98). It is likely
that these atypically clustered 1solates may constitute a particular population of L. maculans. Indeed.
based on RFLP analysis, three subgroups (NA1, NA2, and NA3) were determined among B-Group
iselates while A-Group 1solates were phylogenetically homogeneous (Koch er al., 1991). Molecular
analyses should be of great interest in order to determine whether identical subgrouping can be

observed among B-Group isolates occurring on cv. Picra.

How the isozyme polvimorphisms within and between L. maculans isolates corresponds to a
pathogenic vanation remains an important question for breeding for resistance towards this
pathogen. The resistance of B. juncea cv. Picra towards A-Group isolates was in agreement with
previous reports (Johnson & Lewis, 1994), This result provides evidence for total resistance of cv.
Picra towards A-Group isolates since such isolates were not recovered from this mustard. However,
the occurrence 1n Australia of isolates which were pathogenic to B. juncea cultivars, along with our
atypical isolates from leaves, may raise the question of the possible occurrence of such isolates on
¢v. Picra in France. While cv. Westar was highly susceptible, the MX recombinant line exhibited
slight to moderate resistance to A-Group isolates. This may indicate that the B. juncea resistance
was incompletely introgressed into the MX recombinant line genome or there was a genetic

background effect on the expression of this resistance.

Cultivar Picra was susceptible to the majority of B-Group isolates. This finding was
consistent with that of Johnson & Lewis (1994). However, some differential reactions observed on
cv. Picra to the 38 B-Group isolates tested in this study indicate that cv. Picra carries genes which
condition resistance to some B-Group isolates. As sexual bodies of B-Group isolates form in field
conditions on resistant material, the possible occurrence of more aggressive isolates through sexual
recombination on intensively-grown B. napus cultivars with B. juncea resistance cannot be ruled out.
The recombinant line MX was susceptible to all B-Group isolates. The susceptibility of cv. Westar
towards these B-Group isolates did not match the results of Koch et al. (1991) who found that three
B. napus cultivars, including cv. Westar, were resistant to all B-Group isolates tested. These

differences may be due to the use of different isolates. It is likely that the aggressiveness of the
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1solates depends on the host from which they are obtained. Indced, the control B-Group isolates

originating from B. napus were less pathogenic on cv. Westar than isolates from cv. Picra.

The incidence of B-Group 1solates on blackleg epidemiology and vield losses has long been
underestimated. Johnson & Lewis (1994} observed that B-Group isolates could induce pith lesions
on B. napus cultivars. Owing to these results, more information is required into the biology of B-

Group isolates and their interactions with A-Group isolates, responsible for typical stem canker

symptorns.

Another question posed by our study is whether any correlation exists between the three
methods used to characterize our test isolates. Pigment production was positively correlated to PGl
banding patterns. In contrast, EST isozyme variation within B-Group isolates did not appear to be
correlated with their ability to attack a particular genotype. However, the EST isozyvme banding
patterns of the two groups of isolates analysed in this study were so different that they could still be
meaningful tools in investigating genefic variability and monitoring the genetic varation of L.

maculans populations.
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CONCLUSION

Nous avons démontré que [.. macuians peut contaminer la Moutarde brune et accomplir tout le
cvcle biologique conduisant a la production des péritheces en conditions naturelles. Cependant, au terme
de 'analyse des populations de /.. maculans isolées de la Moutarde brunc (cv. Picra), 1l apparait que
seules les souches du groupc B sont aptes 4 contourner cette résistance. Parallélement, des résultats
préliminaires que nous avons obtenus (non inclus dans cc rapport) révélent que la Moutarde noire (5.
migra cv. Junius) sélectionne majoritatrement des souches du groupe A. Ces résultats originaux ont
épalement fait J'objet d’une courte publication sous forme de 'Disease Note' dans la revue Plant Discase

{Publication 3 en annexe 18},
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Chapitre 2 : ANALYSE COMPAREE DES POPULATIONS ISOLEES
DE LA LIGNEE MX, DU COLZA ET D’AUTRES CRUCIFERES
CULTIVEES ET ADVENTICES

I-INTRODUCTION

Le principal objectif de ce chapitre est d'analyser la structure des populations naturelies
de L. maculans, en réponse ¢ la pression de sélection exercée par la résistance d'origine Moutarde
brune, conférée au Colza, sur les populations naturelles du champignon. Les isolats provenant de
la lignée MX seront comparés a ceux du Colza et de diverses autres Cruciferes cultivées ou

adventices.

Dans certains pathosystémes, des plantes adventices sont des sources potentielles
d’inoculum (Russell, 1978) dont le rdle dans I’apparition et le maintien des souches virulentes ne
peut étre négligé. Alors que les souches inféodées aux Cruciféres adventices sont bien étudides au
Canada (Petrie, 1969), aucune donnée afférente & ces populations parasites n’est, & notre
connaissance, disponible en France. Dans ce contexte, nous nous sommes attaché a caractériser des
isolats provenant de quelgues Cruciferes adventices et isolés a Le Rheu ou fournis par des
laboratoires étrangers en vue d 'évaluer leur réle potentiel dans 1'épidémiologie de la Nécrose du

coller.

La démarche expérimentale que nous adoptons dans cette partie du travail est identique &
celle décrite dans Particle 1. Le maténel végétal (Tableau 7) et les différentes méthodes d’analyse
sont présentés dans le chapitre Matériels et methodes (Pages 33-34).

II-CARACTERISATION CULTURALE

Les principaux critéres culturaux pris en compte dans cette analyse sont la vitesse de
croissance journaliére, la morphologie des colonies et la diffusion de pigments dans le milieu malt
gélose. L appréciation de la morphologie des colonies tient compte de I’aspect et de la pigmentation

du mycélium, de la régularité de la marge et de la présence ou non de secteurs variants,



Tableau 12 : Caractéristiques morphologiques et culturales des souches du groupe A de L. maculans sur le
milieu malt gélose 4 Vobscurité et a 20 °C.

Code Aspects du mycélium Pigmentation  Forme de Pycnides Secteurs
d'identification du milieu la marge variants
Populations isolées de la lignée MX

Rl Souche Gris, rasant - Iréguliére - +
R2 " Gris, mi-aérien - Irréguliére - -
R3 " Gris, rasant - Irréguliére + -
R4 " Gris, mi-aérien +) Irréguliére - -
RS " Gris, rasant - Irrég. a digité - -
R6 " Blanc, mi-aérien - Irréguliére - -
R7 " Gris, rasant (+) Irréguliére + -
R8 " Gris, mi-aérien - Irréguliére - -
RY " Gris, mi-aérien - Irréguliére + -
RI10 " Gris, mi-aérien (+) Irréguliére - -
R11 " Gris, rasant (+) Irréguliére - -
Rl2 " Gris, mi-aérien - Irréguliére - -
R13 " Gris, rasant (+) Irréguliére - -
R14 " Blanc. aérien - Irréguliére + -
R15 " Gris, mi-aérien - Irréguliére - -
R16 " Blanc, aérien - Irréguliére - -
R17 " Gris, aérien - Irrégulidre + -
R18 " Gris, aérien - Irrégutiére - +
R19 " Blanc, aérien - Irréguliére - -
R20 " Blanc, aérien - Irréguliére - -
R21 " Gris, mi-aérien {(+} Irréguliére - -
R22 " Gris, aérien - Irréguliére - +
R23 " Blanc, aérien - Rég. & irrép. - -
MX1-13" Gris, aérien (+) Rég. A irrég. - -
MXC1 Isclat  Gris, mi-aérien - Rég. airrég. - -
Populations isolées du Colza

A290  Souche Gris, mi-aérien - Irrég. 4 digité - +
Ad47 Isolat  Gris, aérien - Rég. a irreg. + -
ARB13  Souche Gris, rasant - Irréguliére + -
A922 " Blang, acrien - Rég. a irrég. + -
A923 ¥ Gris, mi-aérien - Reg. airrég. + -
Ag924 ¢ Gris, rasant - Rég. & irrég. + -
A931 Isolat Gris, rasant - Inréguliére - -
A932 Isolat Gris, mi-aérien - Irréguliére + -
A940 Souche Gris, mi-aérien - Irréguliére - -
A941 ¢ Gris, mi-aérien - Rég. dirrég. - -
A942 " Gris, aérien - Rég. airrég. - -
Co7 " Gris, mi-aérien - Rég. 4 irrég. - -
Col8 * Gris, mi-aérien - Rég. 4 irrég, - -

+ = présence, - = absence, (+) = présence inconstante sur les cultures vigillissantes.
Les codes commengant par R identifient les souches isolées de 1a lignée MX.
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Figure 20 : Diffusion de pigments brun-rouge foncé et jaune dans le milieu de culture
(malt gélose) par deux souches de référence du groupe B.

Croaleme . ol 14 Jomme, cam e Mol A n
(20°C . Oy amiins)

Figure 21 : Pigmentation, aspect du mycélium et présence de secteurs pour 5 souches du
groupe B comparées a une souche du groupe A (941) sur milieu malt gélose.
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Figure 22 : Vanabilité culturale des colonies d'une souche monoascosporée
du groupe B, d’une répétition a I’autre (Photos

I. Somda)



Tableau 13 ; Caractéristiques morphologiques et culturales des souches du groupe B de L. maculans sur le milicu malt gélose 4 20 °C et 4

l'abscunte .

Code d'identification Aspects du mycélium Pigmentation Reépulanté Pyenides Secteurs
du matériel du milien de la marge variants
Populations isolées de la lignée MX

MX4 Souche (ris jaune, trés adrien Jaune Régulitre + +
MX-S " Blanc jaune, trés aérien Jaune Régulitre + +
M6 " Blanc jaune, aérien Jaune Réguliére + -
MX-7 " Gris jaune, aérien Jaune/Brun rouge Rég. airréguliére + +
MX-8 " Blanc jaune, aérien Jaune Réguliére + -
MX-F [solat Gris jaune, aérien Jaune/Brun rouge Rég. & irrépuliére - +
Papuletions isolées de la Moutarde brune cv. Picra

P1-1 Souche Gris jaune, aérien Jaune/Brun rouge Reéguliére + +
P1-2 " Gris jaune, aérien Jaune/Brun rouge Rég. a urépuliére + +
P1-3 " Gns jaune, trég aérien Jaung Régulicre + +
Pl-4 " Gris Jaune, aérien Jaune/Brun rouge Rég. 2 irrépuliére - +
pP2-1 " Gris jaune, rasant Brun rouge Irréguliére - -
P22 " Gris jaune, aérien Jaune Irréguliere - +
P2-3 " Gris rasant Jaune Répuliére + -
P24 " Gris jaune, mi-aérien Jaune/Brun rouge Répuliére [ +
P2-5 " Gris jaune, agrien Jaune Réguliére + -
P26 " Blanchite, asrien Jaune Régulidre - +
P27 " Gris jaune, aénen Jaune Rég. a mréguliere -
P2-8 " Blanc, aérien Jaune Rég i iréguliére - +
p2-9 " Gris jaune, mi-aénen Brun rouge Rég. a wrégulidre - +
P2-10 " Gris jaune, adricn Jaune Répulidre + -
P2-11 " Gris jaune, mi-aérien Jaune Rég. & irrégulicre + +
P2-12 " Gris jaune, mi-aérien Jaune Rég. & iréguliére - -
P1-13 " Gris jaune, mi-aérien Brun rouge Rég. i irrégulitre - +
P2-14 " Gris jatne, mi-aérien Jaune Rég, a irréguliére + +
P2-15 " Gris jaune, aérien Jaune Rég. a uréguliére + +
P2-16 " Gris jaune, aérien Jaune Rég a irrégulidre + +
p2-17 * Gris jaune, aérien Jaune Rég, 4 irréguliére + +
p2-18 " Jaume, aérien Jaune Réguliére - -
P3-1 ! Gris jaune, mi-aérien Jaune Rép i irméguliére - +
P32 " Blane jaune, aérien Jaune Réguliére - -
PF1l Isolas Gris jaune, rasant Brun rouge Régulidre - -
PF2 " Gnis jauns, rasant Brun rouge Reép. 4 urégulidre - -
PT1 " Giris, rasant Brun rouge Rég. 3 irréguliére + -
Populations isolées du Colza

BR&7 Souchs Gris jaune, trés aérien Jaune Régulidre + +
B942 " (iris jaune, mi-aérien Brun rouge Réguliére + -
8944 . Gnis jaune, aérien Jaune Rép. & irréguliére - +
B945 " Gris jaune, trés aénien Jaune Réguliére - -
BOOR Isolat Blanc jaune, trés aérien Jaune Rég, 4 irréguliére + +
BIg0 Souche Gris jaune, aérien Jaune Régulidre - -
B9gl Souche Gris jaune, aérien Jaune Réguliére - -
Pgpulations isolées d'autres Cruciféres

NA L Isolat {Colza) Jaune, aérien Jaune Irrépuliére - -
NA3 [solat (Chou) Ciris, rasant Brun rouge Réguli¢re - -
PW Isolat {Wasabi} Gris, rasant Brun rouge Réguliére - -
Thls4 [solat {Thlaspi) Gris, rasant Brun rouge Réguliére - -

+ = présence, - = absence
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a) Matériel fongique

Le matérié] se compose de 38 souches et isolats du groupe A et de 44 souches du groupe B
dont deux isolats issus de Thlaspi arvense (Tabouret des champs) et Eutrema wasabiae (Raifort ou
‘japanese horseradish’ en anglo-saxon).

Dans le souct d’évaluer la stabilité des caractéristiques culturales, nous avons isolé des
souches monopycniospores provenant d’une souche monoascosporée du groupe B (souche P1-2),

d’unisolat du groupe A (A447) et d’un isolat du groupe B (PT).
b) Résultats

1) Variabilité morphologique et culturale de L. maculans

© Observations préliminaires
L’observation a la loupe binoculaire des ascospores &jectées sur le milieu ean gélosée ne

révele pas de différence évidente permettant de distinguer les souches du groupe A des souches du
groupe B. Apres transfert sur le milieu MG, certaines souches produisent un pigment jaune qui
diffuse dans le milieu au bout de sept jours de cultures dans les conditions de laboratoire.

Sur Ie milien V8 gélosé et sous lumiere noire, les souches produisent de nombreuses
pvenides avec des cirrhes abondants.

L’ observation des pycniospores au microscope optique ne révéle pas de différence nette
entre les spores des souches du groupe B et celles du groupe A. Les pycniospores sont généralement

ovoides et pourvues de deux goutteleties lipidiques.

& Diffusion de pigment dans le milien MG(Fig. 20)

Deux grands groupes de souches penvent étre distingués : il s’agit des souches ne diffusant
pas de pigments dans le milieu de culture (groupe A, Tableau 12} et des souches qui en diffusent
(groupe B, Tableau 13). La diffusion de pigments est une caractéristique stable chez les souches du
groupe B. Les types de pigments produits sont variables d’une souche a ’autre. Ils peuvent étre
jaunes (jaune clair ou jaune fonc€), brun rouge (clair ou foncé), noirs. Les pigments jaunes et brun
rouges peuvent étre observés sur une méme colonie (Tableau 13).

Dans certains cas, des souches du groupe A diffusent de maniére inconstante un pigment

brun rouge léger (Tableau 12) dans le cas de colonies vieillissantes.
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® Pigmentation du mycélium (Fig 21)

La pigmentation des colonies varie du gris, gris jaune, jaune, blanchitrc au blanc. Les
souches du groupe A présentent un mycélinm géncralement gris ou blanc {Tableau 12). Par contre.
chez les souches du groupe B, une grande variabilité est révélée pour cc caractére (Tableau 13). Une
pigmentation grise est également commune chez ce groupe. Certains thalles colorés en jaunc donnent
lieu a4 des colonies pigmentées gris jaune ou blanc jaune. Dans la plupart des cas, le myeélium est

couvert de gouttelettes jaunes, brun rouges ou notres.

@ Aspect du mvcélium et production de pycnides (Fig. 21)

L’aspect du mycélium est soit rasant, mi-aérien, aérien ou trés aérien. Le myeélium est dit
rasant lorsqu’il ne se¢ dresse pas sur le milieu de culture. Entre le type mi-aéricn (mycélium se
dressant de quelques mullimétres sur le mlieu) ct le type trés aérien (myeélium touchant le couvercle
de la boite de Petr) se définit lc mycélium acrien. Alors que le myeélium des souches du groupe A
est géneralement rasant & mi-aéricn et parfois aérien, tous les tvpes sont rencontrés chez les souches
du groupe B.

Le mycelium peut étre compact, lache, filamentcux ou cotonneux. Les colonies a mycélium
compact présentent des thalles groupés. Si cette catégorie est associée au myeélium généralement
rasant, les autres catégories rappellent les mycéliums aériens individualisés (lache ou filamenteux)
ou non (cotonneux). L aspect filamenteux identifie le mycélium en forme de méches de cheveux ou

en verticilles.

Les souches du groupe A preduisent généralement des pvenides au contact de la gélose ou
incrustées dans celie-ci. Tandis que les souches du groupe B forment lc plus souvent des pvenides
sur les thalles aériens. Ces pycnides ‘aériennes’ sont exclusivement obscrvées sur les colonies a

mycélium aérien et trés aénen. Elles sont réparties sur toute la colonie si celle-ct est uniforme.

L’apparition de “sectcurs variants’ est un phénoméne réguliérement mis en évidence chez les
souches du groupe B dans nos conditions d’étude. Ces zones différent en tous points de vue de la
colonie mére (type majoritaire). Le type mycélien du secteur variant est, dans la plupart des cas, gns
rasant avec pigment brun rouge et sans pycnides. Outre la production de secteurs variants, le type
mycélicn d’unc souche donnée peut différer d une boite de Petri a I’autre (Fig. 22). Des données non
incluses dans ce mémoire nous indiquent une grande mstabilité des caractéres culturaux pour un type
mycélien donné. Les repiquages successifs d’explants issus des types rasant et trés aérien deéveloppes
sur unc méme colome d’une souche monoascosporée montrent dans les deux cas des sectcurs
vanants. Dans nos conditions d'étude, les colonies des souches du groupe A sc sont avérges

uniformes.



Tableau 14 : Classement des souches en fonction de leur vitesse de croissance
sur le milieu malt gélose a l'obscurité et a 20 °C.

Groupe B Groupe A
Souches Vitesse de croissance | Souches Vitesse de
moyenne (mm/}) croissance moyenne
: (mnv])

MX-4 535+0,15 A3l4 3,49+ 0,16
MX-35 4,97 £0,39 R23 2,96 +£0,34
B908 4,73 £ 0,46 MX-C1 2,98 +0,54
B867 4,52+0,17 R22 2,96 + 0,35
MX-6 4,41 £ 0,38 A942 2,86 +0,16
NA3 421+0,52 | R20 2,82 + 0,46
B543 3,85+0,31 :Col8 2,56 0,12
MX-7 3,64 0,26 “R15 2,47 +0,53
B98¢ 362£022 A290 2.16 £0.33
B944 3,50 £ 0,73 R1 1,97 +0.28
RF 3,45 +0,37 Co7 1,83 £0,47
MX-8 3,32+0,74 AB13 1,77 £ 0.09
B981 330+0.12 P AS25 1,75+ 0,17
Thlé4 2,93+0,53 ‘R8 1,49 0,42
NAl 1,91 £0.26 Ri4 1.47+0,27
PW 1,54 +0.10 “R10 1,21 +0,21
Moyenne 3,70+ 0,19 | Moyenne 2,30+ 0.14
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@ Régularité du front de croissance (Figs 21, 22, 23)

Les souches du groupe A se caractérisent par un front de croissance irrégulier ou digité
(Tableau 12). Quant aux souches du groupe B, elles ont trés souvent une marge réguliére ou
réguliére a irrégulicre du fait de la présence de secteurs variants (Tableau 13). Les colonies a

mycélium aérien ont généralement une marge réguliére.

® Croissance mycélienne (Tableau 14)

Globalement, les souches du groupe A ont une croissance lente alors que les souches du
groupe B se caractérisent par une croissance mycélienne rapide. Cependant, il existe une variation
continue de la vitesse de croissance chez les deux groupes de souches (Tableau 14) et des différences
significatives existent a 'intérieur de chaque groupe. Les souches sont statistiquement stables pour
ce caractére. La vitesse de croissance ne permet pas de différencier les deux groupes de souches dans

la mesure otl ils se recouvrent pour ce critére.

2) Variabilité morphologique intra-souche et intra-isolat

L’ampleur de la vanabilité morphologique et culturale des populations de L. maculans est
telle que nous nous sommes interrogé sur la stabilité des clones monopycniospores issus d’une
souche monoascosporée,

Les clones issus de la souche monoascosporée P1-2 du groupe B présentent d’importantes
variations se traduisant par des secteurs variants et des types de colome différents d'une boite de
Petn & autre (Fig. 24). Ces souches monopycniospores montrent dans certains cas des cultures dont
la morphologie différe de celle de la souche-mére (Tableau 15), Cependant la production et la non
production de pigment est un caractére stable,

Les souches monopycniospores issues de I'isolat du groupe B (PT1) sont homogenes et
stables et présentent une morphologie différente de celle de PT1. Aucun secteur n’est observé chez
ces souches (Fig. 25).

A lintérieur du groupe A, les caracténstiques morphologiques des souches
monopycniospores dérivant de 1’isolat A447 montrent deux types de colonie différents de celui de
lisolat. 1l s’agit d’une colonie a mycélium blanc aérien pourvue d'une auréole excentrique constituée
de pyenides et d'une colonie formée uniquement de pycnides, pratiquement sans mycélium et
caractérisée par une marge digitée (Fig. 26). A I’instar de I'isolat du groupe B, celui du groupe A est
différent de ses souches monopyeniospores (Tableau 15). En outre pour une souche monoascosporée

donnée, les colonies peuvent &tre de types différents d’une répetition 3 ["autre,



Figure 23 : Morphologie et couleur du mycélium de deux souches du groupe A sur
milieu malt gélose.

Figure 24 : Vanabilité culturale des souches monopycniospores (P1-24, P1-2-6,
P1-2-7 et P1-2-9) issues d'une souche monoascosporée P1-2 du groupe B.
(447-5 : souche monopycniospore du groupe A). (Photos : I. Somda).
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Figure 25 : Variabilité culturale des souches monopycniospores (PT-1 a4 PT-6)
issues d'un isolat (PT) du groupe B.
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Figure 26 : Vanabilité culturale des souches monopycniospores (447-1 a 447-5)
issues d'un isolat (447) du groupe A.

(Photos : I. Somda).



Tablean 15: Caractéristiques morphologiques et culturales des souches monopycnidiospores issues d’un isolat
du groupe A, d'un isolat €t d’une souche monoascosporée du groupe B sur milicu malt gélose 2 'obscurité et 3

20°C.
Souches Origines Aspects du mycélium Marge/Pycnides Pigments Secteurs
Groupe A
Souches monopycniospores issues de 4447
Ad44T7  Isolat Blang, aér., ldche Imég. /- - -
Ad47-1 Souche Blanc, aér., coton, Irrég./faurdole . -
A447-2 Souche Mycélium absent I-D/abondantes - -
A447-3 Souche Mycélium absent [-R/abondantes - -
Ad447-4 Souche Gris, aér., coton, Irrég./auréole - -
Ad447-5 Souche Blanc, aér., coton. Irrég./aurdole - -
Groupe B
Souches monopycniospares issues de PT1
PT1 Isolat BL Jaune,aér., coton, Rég./- Jaune -
PT1-1 Scuche Gris, aér, filam. Rég /abondantes Jaune -
PT12 Souche Gris, aér. filam, Rég./abondantes Jaune -
PT1-3 Souche Gris, aér. filam. Rég./fabondantes Jaune -
PT14 Souche Gris, aér. filam, Rég./abondantes Jaune -
PT1-6 Souche Gris, aér. filam. Rég /abondantes Jaune -
PT1-92 Souche Gris, aér, filam, Rég /abondantes Jaune -
Souches monopycniospores issues de P1-2
P1-2  Souche Gris I, trés aér. filam,  Rég./abondantes Jaune -
Gris, rasant, compact Irrég./- Brun rouge ++
P1-2-4 Souche Gris I, trés aér. filam.  Rég./abondantes Jaune +
Gris, rasant, compact Irrég./- Brun rouge +
P1-2-6 Souche Gris J, trés aér. filam,  Rég./abondantes Jaune +
Gris, rasant, compact Irrég./- Brun rouge -
Gris, rasant, compact Irrég./- Brun rouge +
P1-2-7 Souche Gris J., trés aér, filam.  Rég./abondantes Jaune +
Gris, rasant, compact  Irrég/- Brun rouge ++
P1-2-9 Souche Blang, trés aér, coton.  Rég./- Jaune ++
Gris J., aér. filam. Rég /abondantes Jaune -
P1-2-10Souche Gris 1., wés aér. filam,  Rég fabondantes Jaune +
Gris, rasant, compact Irrég./- Brun rouge ++

Bl. = Blanc; Gris J. = Gris Jaune; aér. = aérien; filam. = filamenteux; coton. = cotonneux; Irrég. = Irrégulier;
Reég. = Régulier; I-D = Irrégulier a digité; 1-R = Irrégulier 4 régulier; - = absent; + = mycdlium rasant; ++ =
mycélium aérien liche ou filamenteux.
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¢} Discussion

Le milieu MG nous semble le mieux adapté pour une classification rapide (sept jours aprés
repiquage) des souches de L. maculans pour leur capacité & produire ou non des pigments dans le
milieu. Jusqu'a present, tous les auteurs utilisent le milien Czapek liquide additionné de levure pour
analyser la diffusion de pigments (Hanacziwskyj et Drysdale, 1984, Johnson et Lewis, 1990 et Gall,
1994). Ce milien minéral est de composition complexe et son utilisation nécessite une durde
d'incubation assez longue (28 jours) pour une lecture au spectrophotométre. Par ailleurs, notre
expénience a montré qu'il existe des risques de contaminations bactériennes pouvant limiter la
validité des mesures de densité optique. Le milieu MG présente l'avantage d'étre rapide et efficace
pour une détection visuelle des souches du groupe B tout en permettant une analyse complémentaire
de l'aspect des colonies.

L’ensemble des critéres analysés permet de rendre compte de 1'extréme vanabilité culturale
chez L. maculans et surtout d’illustrer les variations importantes a U'intérieur de chacun des deux

groupes.

Nous observons que les souches frangaises de L. maculans présentent des différences
importantes sur la base des caractéres morphologiques et culturaux, Les populations anaivsées se
composent des deux groupes de souches rapportés dans la bibliographie sur les espéces du genre
Brassica : les souches diffusant des pigments dans le milien de culture et caractérisées par une
croissance rapide, un mycélium aérien et trés peu de pycnides {groupe B) en opposition aux souches
non productrices de pigments & croissance lente, au mycélium ras et produisant de nombreuses
pycnides {groupe A) (Pound, 1947, McGee et Petrie, 1978). Alors que les isolats PW (Phoma
wasabiae) et Thl64 (isolé de Thiaspi) sont morphologiquement similaires, la souche NA3 se
singularise par son pigment brun rouge foncé. Quant & la souche de référence PW 1270 (NAIL =
Non-agressive 1), elle se rapproche de certaines souches du groupe B isolées de la lignée MX et de la
Moutarde brune.

Par ailleurs, contrairement a Gall (1994), nous observons une stabilité dans la production
de pigments chez les souches du groupe B. Au regard de nos résultats, la diffusion de pigments
distingue parfaitement les deux types de souches 7 jours aprés la mise en culture. Cependant, nous
notons comme Gall (1994) la diffusion d’'un pigment rouge par quelques souches du groupe A au
bout de trots semaines de culture. Ce caractére est aléatoire d'une répétition a l'autre.

Une grande vanabilité est notée & 'intérieur de chacun des groupes de souches tant pour la
croissance que pour la morphologie des colonies. En effet, tout comme le mentionne Pound (1947),

nous observons des souches a4 croissance rapide et lente aussi bien dans le groupe A que dans le
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groupe B. En accord avec les travaux de Gall (1994), nos cbservations concernant la vitesse de
croissance et la diffusion de pigments montrent une indépendance de ces critéres. Delwiche (1980)
cit¢ dans Rouxel (1994) parvient 4 la méme conclusion aprés avoir analysé des souches isolées de
chou dans le Wisconsin (USA).

Les variations morphologiques se manifestent par la formation de secteurs ou par des
hétérogenéités observées dans les descendances clonales d’une souche (Caten et Jinks, 1968). Chez
L. maculans, les variations morphologiques sont fréquemment mises en évidence chez les souches du
groupe B soit d'une répetition & 'autre ou sur une méme colonie (secteurs) pour une souche
monoascosporeée donnée. Nous avons montré que les types mycéliens des secteurs d’une souche
monoascosporée sont instables et peuvent régénérer le type mycélien originel. Ces résultats non
présentés dans le présent document méritent d’étre évoqués, méme s’ils nécessitent une confirmation,
De plus, des souches monopycniospores 1ssues d'une souche monoascosporée, supposees étre des

clones nucléaires, montrent la méme vanabilité morphologique.

Manifestation la plus importante de 'mstabilité culturale des souches, la formation de
secteurs est un phénomeéne largement décrit chez les champignons phytopathogénes facultatifs. Chez
Ascochyta fabae par exemple, Reynaud (1984) rapporte la présence de nombreux “secteurs variants’
différant par leur pigmentation, leur vitesse de croissance et leur fructification. De méme, Sharma et
Brown (1983) soulignent que les secteurs observes chez Septoria nodorum augmentent avec la

température, la colonie originelle étant restaurée aprés un retour a la température optimale.

Les observations que nous rapportons sur la variabilité et 1'instabilité des souches du groupe
B sont originales. En effet, Pound (1947) montre que la souche ‘Puget Sound’ assimilée au groupe B
ne manifeste aucune variation morphologique quel que soit le milieu de culture. La formation de
secteurs est mise en évidence exclusivement chez les souches du groupe A par Pound (1947) et
Rouxel (1994) qui observe également des varations morphologiques chez des clones

monopycniospores issus d’une souche monoascosporée.

Au vu de la diversité du maténel fongique analysé, il nous apparait nécessaire d’évoquer les
effets éventuels de 1’héte et de I'origine géographique sur la variabilité morphologique et culturale
des deux types de souches. Les secteurs semblent affecter principalement les souches
monoascosporées du groupe B provenant de la Moutarde brune et, dans une moindre mesure, celles
issues de la lignée de recombinaison. Nos données sur la morphologie des souches de référence des
sous-groupes NA1 (PHW1270 ), NA3 (PHW 1268) et des isolats issus de Thlaspi arvense et

Eutrma wasabiae corroborent le polymorphisme important chez les souches assimilées au groupe B.
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11 ressort de notre étude, et dans la limite du nombre de souches analysées, que 1’origine biologique
ou géographique ne parait pas rendre compte de toute la diversité du champignon puisque des clones

d’une souche génétiquement homogene sont instables pour leurs caractéristiques culturales,

Ce constat nous autorise a penser que des phénoménes génétiques, inhérents a D’agent
pathogene, peuvent contribuer a expliquer les inconstances des caractéres morphologiques ct
culturaux observées dans les deux groupes de souches. Le r8le potentiel de la mutation spontanée
n'est pas a écarter bien que sa fréquence par géne soit de 1’ordre de 10° chez les champignons
(Caten, 1996). Ces mutations pourraient résulter de la présence d’éléments d"ADN transposables
(transposons) dans les chromosomes (Kleckner, 1981). Les résultats obtenus par Calvert e al
(1949) et Petne (1969) montrent que des mutants caractérisés par des colonies morphologiquement
différentes de celles des souches-meéres peuvent étre produits par mutagénése thermique, chimique et
physique. Les mutants de la souche du groupe B apparaissent morphologiquement stables ators que

des ‘secteurs variants” sont observés chez les mutants du groupe A.

Les pycniospores sont unicellulaires et uninuclées tandis que les cellules mycéliennes sont
plurinuclées (Pound, 1947). L hétérocarvose ne peut de ce fait s’imposer comme mécanisme possible
de variation puisque les souches testées sont soit des clones comdiens (Calvert er al., 1949) soit
d’origine monoascosporée. Cependant, la coexistence de novaux mutants et ‘sauvages dans le méme
thalle pourrait engendrer via la recombinaison mitotique des individus ‘hybrides” a 'onigine des

colonies ‘saltantes” ( i.e. produtsant des secteurs).

Toutes les variations culturales et morphologiques n’ont pas forcément un support nucléatre
(Caten, 1996). De nombreux exemples traitant de I’hérédité cytoplasmique de certains caracteres
culturaux telle que la croissance radiale sont rapportés chez les champignons phytopathogénes
(Petrie, 1969; Russell, 1978; Caten, 1996). Par ailleurs, les miliecux synthétiques de culture
constituent également un facteur d’instabilité chez les champignons (Caten, 1996). Ce phénoméne est
décrit chez L. maculans par Calvert et al. (1949) et Petne (1969). Gall (1994) ne parvient pas 4
mettre en évidence des différences morphologiques entre les souches des groupes A ¢t B sur le milieu
V8 4 20 °C et 4 l'obscurité. La confrontation de nos résultats obtenus sur milieu MG avec ceux de
Gall (1994) souligne I'influence des conditions environnementales sur les variations culturales des
souches.

L'explication la plus vraisemblable du polymorphisme cultural chez L. maculans provient
des travaux originaux de Morales et al. (1993) et de Plummer et Howlett (1993, 1995) sur
I’hétéroploidie et le polymorphisme de taille des chromosomes. Ces variations se produisent pendant
la phase de reproduction sexuée (méiose) (Plummer et Howlett, 1993; 1995) et pourralent également



Tableau 16 : Caracténstiques des souches et isolats du
groupe A provenant de la lignée de recombinaison MX

Identification du  matériel Organes Année
d'origine diisolernent
R1 Souche Périthéce 1992

R22 " ; .

MX-1 . " 1993
MX1-2 . “ "
MX1-3 “ v "
MX1-5 . " g
MX1-6 " . "
MX1-7 “ " .
MX1-8 “ " “
MX1-9 . " .
MX1-10 . " "
MXI1-11 - " “
MX1-12 " " .
MX1-13 " . "
MX1-14 " " .
W' ] " n "
MX2-4 . " ”

MX2.7 n " "
m-s " u “

MX3-2 " " "
m .3 L " L]
m_4 [Ls - L]
m .6 " - L]
m _7 " LU "
MX3-3 - " "
MX4-1 " " "
m4_2 an n n

MX4-3 - " "
MX4-7 " " "
m“ " n L

MX4-9 "
RT [scla Tige "

MXC1 " Collet 1994
MXC2 " " “
M-8 " Silique "

MX-T1 " Tige "
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se produire durant la phase de multiplication végétative (Caten, 1996). Des résultats similaires,
obtenus chez de nombreux autres champignons phytopathogénes (Kistler et Miao, 1992), semblent

expliquer une partie de leur vanabilite.

Au regard des données accumulées sur la variabilité de L. maculans, il convient de préciser
que l'efficacité des caractéres morphologiques et culturaux comme margueur de groupes de souches
réside dans la conjonction de deux cntéres a savoir la diffusion ou non de pigments et l'aspect du

mycelium.

I1l. CARACTERISATION BIOLOGIQUE

Le polymorphisme de L. macuians amsi révél€ par les critéres culturaux et morphologiques
pourrait présager de la variabilité des ces populations pour leur capacité a attaquer les espéces du
genrc Brassica. En effet, de nombreux auteurs a la suite de Cunningham (1927) et de Pound (1947)
ont montré une corrélation entre le pouvoir pathogéne et les caractéres culturaux. Les souches du
groupe A sont capables de causer d’importantes dégradations des tissus de certaines espéces du
genre Brassica. alors que les souches du groupe B sont généralement considérées comme trés peu
pathogénes. De nombreux auteurs a la suite de Mengistu er a/. (1989) assimilent le groupe B au
groupe non agressif sur le Colza sensible cv. Westar. Cependant, il convient de noter que ces
différentes études. bien que concordantes dans I’ensemble, sont souvent réalisées sur un nombre trés
limité de souches, isolées le plus souvent d'espéces sensibles tels que le Colza, le Chou ou le
Rutabaga.

Nous avons donc chercheé a analyser la variabilité du pouvoir pathogeéne des souches isolées
de la lignée MX et d’autres Cruciféres cultivées et adventices comparativement aux souches isolées

du Colza sur notre gamme d'hétes.

a) Matériel fongique

Les tableaux 16, 17, 18 et 19 font état des caracténistiques et des origines des souches
analysées dans cette partie de I'étude. L’adjonction de souches de référence appartenant aux groupes
A et B provenant de la mycothéque du laboratoire Colza ou d’origines étrangéres permet une

caractérisation fiable de notre collection,



Tableau 17 : Caractéristiques et origines de 40 souches et isolats provenant
du Colza.

Identification du matériel Origines Année
d'isolement
A290 Souche Le Rheu 1985
All4 Isolat Finistére "
Ad47 " Canada 1987
AT59 Souche Delmes 1990
AT64 " Demanges "
A775 " Le Rheu "
AS ] 3 1] " n
A824 " Demanges "
A827 " SW (France) "
A901 " Allemagne 1992
A922 " Deux villes "
A923 " Rigny "
A924 " Mairy "
A925 " Tressanges "
A929 Isolat Canada 1993
A930 " " "
A931 " Angleterre "
A93 2 L] H L]
A%40 Souche Allemagne 1994
A941 " " "
A942 n " "
Col " Le Rheu 1993
Co2 " " !
Co3 " " !
Co4 " " "
Co7? " " "
Ca9 " " "
Coll " " "
Col2 " " "
CO 1 3 " " L
Co 1 4 " n H
Co l 7 L] " "
Co l 8 L] " L]
Co21 " " "
Co22 " " "
Co23 " " "
Co24 " " "
Co25 " " "
Co27 " " !

C029 L} L] "




Tableau 18 . Caractéristiques des populations du groupe B
isolées de différentes Cruciféres.

Codes d'identification Origines Années
géopraphiques  d'isolement

Populations isolées de la lignée MX

MX-4 Souche Le Rheu 1993
MX-S [ 1] n "
MX_6 n n n
MX_? " n n
MX_S L] n n
MX-F Isolat " "

Populations isolées du Colza

B867 Isolat Dyon 1991
B908 " Lyon 1992
B98G Scuche Pologne 1994
Bo81 " " "
B943 " Allemagne ?
B944 " " "
B945 " " »

Tableau 19 : Caractéristiques des isolats de L. maculans provenant de différentes Cruciféres
cultivées et adventices

Identification Hotes d'origine Année
d'isolement 1
Est Groupe A Eruca sativa Roquette o 1994
Es2 Groupe B " Y : "
Rsl Groupe A | Raphanus sativus (Radis) "
Rs2 Groupe B " " : "
RBMN Groupe B | Raphanobrassica : "
Sal Groupe A | Sinapis arvensis | (Moutarde des champs "
ou Sanve) :
Saz Groupe B n ] "
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b) Résultats
1} Pathogénie des souches du groupe A

@ Souches provenant de MX

D’une mani¢re générale, ’agressivité moyenne des souches testées sur chacun des trois
génotypes montre une variation continue de la gravité des symptémes induits. Sur la lignée de
recombinaison MX, trois groupes de souches peuvent étre distingués : les souches agressives {IM >
6), les souches moyennement agressives (4 < IM < 5,9), et les souches non agressives (IM < 4) (Fig.
27, annexe 9). Alors que le cv. Westar est trés sensible, la Moutarde brune présente une trés forte
résistance vis-a-vis des 65 souches testées, L utilisation du cv. Westar met en évidence une souche
non pathogéne - ia souche R15. Cette absence de pathogénie se manifeste également sur la lignee
MX et le cv. Picra.

@ Souches provenant du Colza

Quarante souches sont analvsées, Sur la lignee MX, des différences peuvent étre observées
entre les souches (Fig. 28, annexe 10). Toutes les souches sont tres agressives sur le cv. Westar. Le
cv. Picra manifeste une résistance de type hypersensible. 11 existe des souches non agressives sur la
lignée MX qui se montrent trés fortement agressives sur le cv. Westar : par exemple les souches

Co7, A827, A931.

@& Comparaison des souches du groupe A provenant de MX et du Colza (Fig. 29)

La proportion de souches isolées de la lignée MX et pathogénes sur cette derniére lignée est
tres forte (58,4 % de souches virulentes) comparativement a celles isolées du Colza (33,4 % de
souches). Quel que soit I'héte d'onigine, les souches classent les génotypes de la méme maniére, en
fonction de leur niveau de résistance. La Moutarde brune cv. Picra est toujours classée plus

résistante que Ja lignée MX. Le cv: Westar apparait le génotype le plus sensible a toutes les souches.

2) Pathogénie des souches du groupe B provenant de MX et du Colza

Toutes les souches du groupe B isolées de la lignée MX sont virulentes sur la lignée MX et
le cv. Westar alors que des niveaux d'agressivité variables sont observés sur le cv. Picra (Fig. 30,
annexe 11). Une variation continue de |’agressivité des souches sur la lignée MX est mise en
¢vidence. Trois groupes de souches sont mus en évidence sur le cv. Picra : huit souches agressives,

trois souches moyennement agressives et deux souches non agressives (B943 et B867).



Souches c¢v.Picra MX cv.Westar Souches ¢v. Picra MX c¢v, Westar

1 MX-1 1,95 7.61 8,61 35 MX1-10 1.46 3,33 8.67
2 MX-1-2 2.28 2,43 6,21 36 MX1-11 1,94 5,27 8,55
3 MX-1-3 2,51 2,17 5,84 37 MX1-12 LI 3,90 6,98
4 MX-1-§ 1,30 2,70 5,29 38 MXI1-13 4,29 5,83 193
5 MX-1-6 0,95 1,83 5,69 39 MX1-14 1,77 435 7,14
6  MX-17 1,63 1,64 5,20 40 RT 1,39 7,03 79
7 MX-1-8 395 5,20 8.86 4] R1 1,53 5,21 6,45
8 MX-1-9 1,66 4,48 8,63 42 R10 2,61 4,43 9,00
9 MX-2 1,28 4,19 7.87 43 Ri1 1,56 2,47 9,00
10 MX-2-1 0,95 1,90 4,96 44 R12 1,66 2,50 8,78
11 MX-2-2 2,29 6,78 7,66 45 R13 1,40 7,88 9,00
12 MX-2-4 2,69 8,77 8,94 46 R14 1,34 7,25 7,50
13 MX-25 3,09 5,93 8,53 47 RIS 0,90 1,92 2,12
i4 MX-2-6 1.41 3,18 6,35 48 R16 1.54 3.11 8,97
15 MX-2-7 1,48 3,57 6,23 49 R17 0,27 1,20 573
16 MX28 2,30 5.95 8,38 50 R18 1.00 6,48 8,72
17 MX-3 2,53 6,29 7.52 51 R19 0,73 2.20 2,00
18 MX-3-1 2,05 2,89 8,17 52 R2 1,62 8,55 8,44
19 MX-3-2 1,68 4,36 8,31 53 R20 1,31 4,11 5,44
20 MX-3-3 1,96 2,34 7.34 54 R21 1.32 4,78 .17
21 MX-3-4 2,43 264 R,46 55 R22} 2,23 2.56 9.00
22 MX-3-6 0,83 2,00 71,00 56 R23 3,37 5,82 9.00
23 MX-3-7 2,69 3,65 8,83 57 R24 1,58 3.02 3,86
24 MX-3-8 1,92 4,68 9,00 58 R25 1,14 2,50 B,R8
25 MX-4-1 1,37 31,81 8,66 59 R3 1.40 2,09 8,63
26 MX-4-2 2,52 8,57 8,87 60 R4 £,92 8,13 8,58
27 MX-4-3 0,72 8,61 7,65 6l RS 1,45 3.63 8,97
28 MX-4-7 1,65 8,61 8,53 62 Ro6 2,25 8,47 8.63
29 MX-4-8 2,67 6,02 6,34 63 R7 1,87 8.13 3,90
30 MX-4-9 3,16 8.14 8,53 64 R3S 2.51 8,10 9,00
31 MX-C1 4,14 8.6 872 65 R9Y 2,80 7,25 8,72
32 MX-C2 3,40 85 8,53
33 MX-S 2,96 8.8 8,97
34 MX-T1 2,73 8.9 8,50
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Figure 27 : Agressivité, sur trois génotypes (cv. Picra, MX et ev. Westar), de 65 souches ct i1solats du groupe A provenant de 1a lignée MX




Souches

1 A2%)
2 A314
3 A447
4 A8
5 A764
6 ATTS
7 A8I13
8 AR24
9 AR27
10 A901
11 A922
12 A923
13 A924
14 A925
i5 A929
156 AS30
17 A931
18 A932
19 AS46
20 A%41
21 A942
22 Col
23 Col
24 Col2
25 Col3
26 Col4
27 Col7
28 Col8
29 Co2
30 Co2l
31 Co22
32 Co23
33 Co24
34 Co25
a5 Co27
36 Co29
37 Col
I8 Cod
39 Co?
40 Co9

cv. Plera  Lignée MX cv. Westar

0,39
0,84
1,67
1,53
118
0,92

0,95
092
0,95
0.73
1,97
1,03
0,85
0,95
0,00
L3
1,55
2,95
2N
3,16
1,28
1,47
1,68
1,46
0,57
1,63
2,16
2,17
0,75
2.36
312
1,52
1,57
1,84
0,76
1,73
191
2,79
1,67

2,64
1,55
337
.54
298
239
2,64
2,76
1,85
1,80
6,7
2,23
3,12
2,63
021
1,98
292
4,60
358
6,19

5,85
6,95
611
324
5,82
633
3,34
2,82
5,96
2,42
4,44
2.713
2,19
123
297
6,59
1,93
2,08

8,34
6,59
9,00
9,00
.00
9,00
353
3,80
7,59
294
6,77
9.00
2,02
875
Al
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2,75
236
8,86
8,45
7,97
7,05
790
7,96
9,00
5,67
9,00
8,76
6,95
878
7.89
9,00
6,35
8,42
4,69
5,30
6,84
6,56
9,00
9,00

Figure 28 :

Agressivité sur trois génotypes (cv. Picra, lignée MX et cv. Westar) de 40 souches ct isolats du groupe A provenant du Colza
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Figure 29 : Comparaison des fréquences des souches du groupe A isolées de la
lignée MX ¢t du Colza en fonction de leur agressivité sur trois génotypes (cv. Picra,
Lignée MX et cv. Westar).



Souches cv. Picra |Lignée MX| cv. Westar
B867 2.61 8.96 8,72
Bo08 4,78 8.88 NT
B943 3.77 7.97 6.33
B944 6,03 7.94 048
B945 4.35 7.17 4.90
Bo30D 6,79 9.00 7,60
B981 7,79 9,00 9.00
MX-4 8,46 9.G0 9.00
MX-5 6,72 9,00 9,00
MX-6 7 9,00 9,00
MX-7 7,43 .74 9,00
MX-8 7,32 8,40 7.6
R-F 4,62 8,81 8.09
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Figure 30 : Agressivité sur trois génotypes des souches et i1solats du grouf:e—‘
B provenant de la lignée MX et du Colza -
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Figure 31 : Agressivité des isolats provenant de Cruciféres cultivées et adventices sur les trois
génotypes étudiés.( ) : groupe de souches.
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Parmu les souches du groupe B provenant du Colza, les souches polonaises (B980 et B981)
ont des niveaux d’agressivité plus élevés que les souches d’origines allemande (B943 et B945) et

francaise (B867 ct B908) sur le cv. Picra.

3) Parhogénie des isolats de L. maculans issus d ‘autres Cruciféres

Sept isolats (quatre isolats du groupe B et trois isolats du groupe A) obtenus a partir de
symptdmes développés sur des Cruciféres adventices et cultivées, autres que les espéces du genre
Brassica sont testés pour leur pouvoir pathogéne sur la gamme d hétes composée de 1a lignée MX,
du cv. Picra et du cv. Westar.

Tous les isolats du groupe B sont virulents sur toute la gamme d'hétes quel que soit 'hote
d'ongine (Fig. 31). Le niveau d'agressivité des isolats est cependant le plus faible sur le cv. Picra vis-
a-vis duquel l'isolat Es2 (isolé d'Eruca sativa) est faiblement agressif. Parmi les isolats du groupe A.
Visolat Sal provenant de Sinapis arvensis est le plus agressif (IM = 7,0} sur les 3 génotvpes avec un
niveau moyen d'agressivité sur le cv. Picra. L'isolat Rs] (provenant de Raphanus sativus) est le

moins agressif de tous les isolats du groupe A.

4) Analyse comparée de l'ensemble des souches étudiées (Fig. 32)

La lignée MX discrimine les souches du groupe A, particuliérement celles isolées du Colza
alors que le cv. Picra permet de distinguer le groupe A du groupe B et méme de trouver des sous-
groupes a l'inténieur du groupe B. Quelle que soit leur ongine biologique, les souches du groupes B
se repartissent en deux groupes sur le ¢v. Picra. Les souches isolées du Colza forment deux groupes
» le groupe faiblement agressif qui est majoritaire et le groupe agressif. Les souches du groupe A
isolées de la lignée MX ont une distribution plus étalée qui témoigne de la grande variabilité pour

leur agressivité sur la lignée MX.

d) Discussion

Les tests de pouvoir pathogéne ont €té réalisés dans des conditions standardisées pour nous
permettre de comparer des essais indépendants. Le type de symptomes induits et leur délai

d’apparition varient e¢n fonction du groupe de souches (voir article 1).

Pathogénie des souches du groupe A - La comparaison des génotypes testés vis-a-vis des

souches du groupe A met en évidence des différences de sensibilité importantes entre ces génotvpes.



‘ ® Souchescolza A  OSouchescolza B A Souches MX % Souches cruciféres

Figure 32 : Analyse comparée du pouvoir pathogéne sur le ¢v. Picra et la lignée MX, des populations de L. maculans 1solées de la lignée MX, du Colza et d'autres Cruciferes

adventices et cultivées
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Le cv. Westar apparait le plus sensible tandis que la Moutarde brune cv. Picra confirme sa grande
résistance. Les souches différent par leur aptitude a attaquer la lignée MX.

La fréquence des souches virulentes sur la lignée MX est plus importante pammi les
populations isolées de MX: les populations isolées du Colza restant majoritairement avirulentes sur
cette lignée. quelle que soit l'origine géographique. 1) en ressort que le géne de résistance tntrogressé
dans la lignée sélectionnent des souches munies de la virulence nécessaire pour le contourner.

Les souches virulentes sur ce génotype peuvent donc préexister et se maintenir sur les
Cruciferes adventices et/ou apparaitre et se multiplier sous 'effet de la pression de sélection exercée

par Fintroduction de la nouvelle source de résistance.

Aucune souche vinulente sur la Moutarde brune cv. Picra n’a été décélée dans la collection
de souches de L. maculans provenant du Colza et de la lignée MX en dépit du grand nombre de
souches testées. Cette observation semble indiquer que le Colza et 1a lignée MX ne sélectionnent pas
pour la virulence sur la Moutarde brune. Cependant, Salisbury et Ballinger (1993), isolent 4 partir
dec résidus de Colza des souches virulentes sur deux cultivars de Moutarde brune. Ces souches,
quoique isolées de résidus de Colza, pourraient provenir des champs de Moutarde brune voisins ou
des repousses de cette espéce dans la culture car celle-ci est également cultivéc en Australie pour son
huile. En effet, des souches pathogénes sur la Moutarde brune sont capables de se maintenir sur la
Moutarde des champs (ou sanve) comme 'indique nos résultats. 1l semble alors possible que les
Cruciféres adventices communément rencontrées en France comme la sanve, puissent héberger

des souches du groupe A particuliérement aptes 4 contovrner la résistance d'origine Moutarde,

Pathogénie des souches du groupe B : Notre étude démontre, dans nos conditions expérimentales,
que les souches du groupe B sont capables d’induire des symptdmes de sensibilité sur les cotyledons
du cv. Westar, de la lignée MX et, dans une moindre mesure, du cv. Picra quelle que soit leur
ongine. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Johnson et Lewis (1994) et Gall ef al.
(1995) qui montrent en outre que les souches du groupe B sont virulentes sur les cotylédons de

nombreuses espéces de Cruciféres.

La grande sensibilité de la lignée MX vis-a-vis du groupe B montre que le géne de résistance
d’origine Moutarde brune introgressé dans la lignée MX s’avere inefficace contre ce groupe de
souches. Une explication plausible nous vient du schéma de sélection pour la résistance a L.
maculans. Les programmes d’amélioration de la résistance du Colza a la Nécrose du collet sont
essentiellement dirigés contre les souches du groupe A. Un isolat du groupe A a ¢té utilisé dans la
sélection de la lignée MX au stade cotylédonaire et en chambres climatisées. En conditions

naturelles, le géne de résistance introgressé dans la lignée a été éprouvé vis-a-vis d’une population
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pathogéne structurée par le Colza et composée principalement de souches du groupe A. Cette
stituation pourrait avoir vraisemblablement contribué a la contre-sélection ou la non sélection de la
résistance vis-a-vis de ce groupe de souches.

Ne disposant pas des vrais parents de la lignée MX, il nous parait difficile de mener une
discussion approfondie par rapport & leur résistance. Cependant, il se pourrait que le fond génétique
du parent Colza soit sensible ou ne permette pas l'expression du géne de la Moutarde brune vis-a-vis
de ce groupe B.

Le cv. Picra, a l'opposé des deux autres génotypes, n'est pas sensible 4 toutes les souches du
groupc B et porterait alors des génes de résistance qu’il conviendrait d’exploiter dans la perpective
de sélectionner des variétés a résistance efficace vis-a-vis des deux groupes de souches.

Nos résultats montrent que les souches du groupe B sont capables de se maintenir sur
les Cruciféres adventices et que ces souches contournent la résistance d’origine Moutarde

brune introduite dans lIe Colza.

1IV-CARACTERISATION BIOCHIMIQUE PAR ELECTROPHORESE DES PROTEINES

Les marqueurs biochimiques neutres ont été [argement utilisés pour la caracténsation et la
classification systématique chez de nombreux microorganismes phytopathogénes (Micaies et al.,
1992). Les premuéres applications de la technique d’électrophorése des protéines a la caractérisation
des souches de L. maculans sont réalisées par Hill et al. (1984} puis Sippell e al. (1988). A la suite
de ces auteurs, Balesdent ef al. (1992) différencient au sein de L. maculans les deux types de
souches A et B sur la base des protéines mycéliennes solubles et des estérases.

Ce critére analytique basé sur les isoestérases, utilisé pour I’étude des souches issues de cv.
Picra (chapitre 1), a été également appliqué a la caractérisation des souches faisant I'objet de ce
chapitre. Dans cette partie de notre travail, nous avons cherché 2 appréhender le polymorphisme qui
existe chez les deux groupes de souches et a déterminer des profils types utilisables pour des études

uitérieures de cartographie des populations de L. maculans.
a) Matériel fongique

11 comprend 89 souches et isolats issus de la lignée MX et 51 souches et isolats obtenus du
Colza. En plus des souches de référence des sous-groupes NAI et NA3, nous avons également
analysé 10 isolats provenant de Cruciféres cultivées et adventices. Enfin des isolats de Phoma spp.
parasitant d'autres espéces végétales ont fait U'objet d'une analyse biochimique comparative, Parmi

les souches isolées de Colza, nous avons analysé cinq souches australiennes agressives sur la
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Moutarde brune. Ce matcriel, identifi¢ par le préfixe DIB, nous été gracieusement fourni par Dr D.

J. Ballinger (Australia, Victoria, Victorian Institute for Dryland Agriculture).

b) Résultats

Dans l'analyse des profils protéiques ct enzymatiques, nous appellerons bandes majeures
toutes les bandes dont l'intensité de révélation est forte et bandes mineures lorsque celles-ci sont
faiblement révélées. Les zones floues se référent aux zones d'activité olt aucune bande ne peut &tre

distinctement identifiée.
1} Les phosphoglucose isomérases (PGl) et les protéines mycéliennes solubles

L’analyse des zymogrammes des PGI de 50 souches du groupc A ct de 50 souches du groupe
B, préalablement déterminées respectivement par la non diffusion ct la diffusion de pigment dans le
milieu de culture, montrent une bande spécifique a chaque groupe. La bande la plus rapide (bande
cathodique) caractérise le groupe A alors que la bande la plus lente (bande anodique) identifie les
souches du groupe B (voir article 1, Fig. 2b pour !'illustration).

Les deux isolats "Thlaspi' (Thl64 et Thl63), l'isolat de Phoma wasabiae (PW) ct les souches
australiennes présentent des profils distincts entre eux. Les souches australiennes sont identiques au
groupe A ct l'isolat PW présente la méme isozyme que les souches du groupe B (bande lente). Les

isolats 'Thlasp:' se caractérisent par une bande plus lente que celle du groupe B.

Deux protéinogrammes types permettent de distinguer les deux groupes de souches en
utilisant les souches de référence des groupes A et B (Fig. 33). Les protéinogrammes caractérisés par
les bandes majeures de Rf 0,1, 0,34 et 0,47 sont spécifiques du groupe A alors que ceux possédant
les bandes de Rf 0,09 et 0,14 identifient le groupe B. Ces protéinogrammes mentrent un nombre tres
important de bandes protéiques et des zones d'activité floues qui rendent difficile l'exploitation
approfondic de ces profils. Par conséquent, il serait hasardeux, pour notre part, de tenter une analyse
de la variabilit¢ a lintérieur de chague groupe sur la base de protéines totales ainsi mises en

évidence.
2} Les isoestérases (EST)

Au contraire des protéinogrammes, les zymogrammes se¢ distingucnt nettement par la
variation dans la coloration des bandes enzymatiques et surtout par le nombre trés faible de bandcs

revélées. La coloration des EST tient compte du substrat utilisé. Nous en avons utilisé deux : a- et
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Figure 33: Protéinogrammes des souches du groupe A (puits 1 a 4) et du groupe B (puits 5 a
9). ¢ : Bandes communes aux deux groupes de souches A et B.
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Figure 34 : Profils d'isoestérases caractéristiques des souches du groupe A






Tableau 20 : Phénotypes iscestérasiques des souches et
1solats du groupe A provenant de la lignee MX.

Codes d'identification Année d'isolement Phénotypes
isOeStErasiques

Souches monoascosporées

MX1-8 b

[salats pluricenidiens

RT 1693 Taz
KINCL 1994 "
MXRC2 N "
MX-8 - "
MX-TI " "
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B-naphtyl acétaies. La réaction entre les EST et le substrat a-naphtyl acétate se révéle par des
bandes de coloration verditre (0-EST) alors que celle mettant en présence le substrat B-naphtyl
acctate donnc lieu & des bandes de coloration rose (B-EST). Les bandes de couleur intermédiaire

résultent de la réaction simultanée avec les deux substrats (o, B-EST).

Pour les souches du groupe A, 3 a 15 bandes d'EST sont observées selon les souches. Les
souches du groupe B produisent 4 3 18 bandes. Chaque groupe se distingue par un profil tvpe
commun & toutes les souches. Le profil type du groupe A (TA) comporte les «-EST de Rf 0,44
0,47; 0,50; et 0.60 et la B-EST de Rf 0,56 (Fig. 34). Pour le groupe B, deux B-EST de Rf 0,37 et
0,58 sont communes & toutes les souches (Fig. 35). La position variable de la o, B-EST anodique
permet d'identifier deux profils types B (TB) : TB1 (avec la bande de Rf 0,67) et TB2 avec la bande
de Rf 0,63, En dehors des profils tvpes, caractérisés par la stabilité et la reproductibilité des bandes
majeures, des variations mineures peuvent affecter lintensité de la coloration de certaines bandes
pour une méme souche d'un gel a Fautre. La présence d'EST spécifiques de certaines souches permet

d'apprécier la variabilité a I'intérieur de chaque groupe.

© Polvmorphisme 4 l'intéricur du groupe A

Les profils isoestérasiques des souches du groupe A (Fig. 34) présentent une tres forte
similitude entre eux (87-98 %). Quatre profils distincts sont observés en fonction de la présence
et/ou de l'absence de certaines bandes EST. Les souches et isolats analysés peuvent montrer des
zymogrammes identiques indépendamment de l'organe et de I'hdte d'origine (Tableaux 20 et 21).
Toutefois, le profil TA3 (Tableau 20) est observé chez toutes les souches anglaises et canadiennes.
Parmu les souches australiennes, en plus du profil TA2 observé chez quatre souches, nous mettons en
évidence un profil particulier TA4 (Fig. 34} qui se distingue des autres profils par la présence de
deux B-EST de Rf 0,39 et 0,42 et de deux «-EST de Rf 0,53 et 0,54. Les isolats issus de Cruciferes
adventices présentent un profil identique (TA2) (Tableau 21). La fréquence des types de profils A est
calculée par génotype d'ongine (Tableau 22). Dans les populations isolées de la lignée MX, le profil
TA2 est le plus commun (63,07 %). Le profil TAl, faiblement représenté en 1992 (4,68 %) est
absent des populations isolées 3 partir de la lignée MX en 1993 et 1994. Parmi les populations
isolées de Colza, le profil TA2 est le type majoritaire (82,97 %), TA] étant trés faiblement
représenté (4,26 %). La fréquence de TA3 est plus élevée dans les populations isolées de la lignée
MX (32,30 %) que dans celles isolées de Colza (10,63 %).

L'analyse comparée des caractéristiques isoenzymatiques et du pouvoir pathogéne des
souches du groupe A isolées de la lignée MX ne montre aucune relation entre ces deux criteres (Fig.

335).



Tableau 21 ; Caractéristiques et phénotypes isoestérasiques des souches et isolatls provenant
du Colza et d'autres Cruciféres cultivées et adventices.

Codes Types disclats Origines Années Phénotypes
d'identification géographiques d'isolements isoestérasiques

Populations isolées du colza

A2%0 Souche Le Rheu 1985 TA2
All4 Isolat Finistére ” TALl
Ag47 " Canada 1987 TA3
AT59 Souche Delmes 1990 TAZ
AT64 " Demanges " "
ATIS " Le Rheu * v
ABl13 " " " "
AR24 i Demanges * .
AR27 » SW (France) " "
AS01 " Allemagne 1992 TAl
A922 " Deux villes " TA2
A923 " Ragny ! "
A924 " Mairy " "
A925 " Tressanges ) “
A929 Isolat Canada 1993 TA3
A930 * " " "
A931 " Angleterre " "
A932 " " " "
DIBI1O " Australie ? TA2
DIBN " " “ "
DJB ] 4 Ll " L n
DJB18 . “ " "
DJB21 “ " ‘ Ta4
Col " Le Rheu 1993 TA2
C°2 L. | L] () "
c03 L3 n H "
CM L3 H L] "
COS Ll " " "
Cm L] L L "
C°7 L L] L] "
Cog L L) L. "
Co% " " " "
Col0 " " " "
Coll " " » .
CO 1 2 " " # u
COI 3 " H + "
Col4 " " "
Col7 " " " "
Col8 " " * "
Cozo L] L] L] L]
C°2 l ” Ll L L]
Co22 " " " .
Co23 " * * "
C°24 L] L] L] L]
Co25 * " " .
Co27 " * " "
Co29 v " " "

Populations isolées de Cruciféres cuitivées et adventices

Esl Iselat " 1994 TA3
Rsl " " . TA2
Sal " " d "




"Tableau 22 - Fréquence des profils types des isoeslérasesl
dans les pepulations du groupe A de L. maculans isolées de.
la lignée MX et de différents génotypes de Colza.

Profils types Populations isolées de  Populations isolées
différents génotypes de  de la lignée MX (63)

Colza (47)
TAl 425 4,68
TA2 82,97 63.07
TA3 10,63 32,30
TA4 2.12 0,00

() effectif des souches analysées

o o R N ..
A A A :x TAl a TA2 o TA3

MX
i-Y

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Picra

Figure 35 : Relations entre les différents types élecirophorétiques (TAL, TA2 et TA3) et le pouvoir pathogéne sur la lignée MX
et le cv. Picra des souches isolées de la lignée MX.




Tableaun 23 : Caractéristiques et phénotypes isoestérasiques des populations
du groupe B isolées de la lignée MX, du Colza et de différentes Cruciferes
cultivées et adventices.

Codes Origines Années Phénotypes
d'identification gtographiques d'isclement isoestérasiques

Souckes monoascosporées isolées de la lignée MX

MX-4 Le Rheu 1993 TB7
MX-5 " " TBi
MX-6 " " "
MX-7 " " TR?
Mx _S L] " "

Isolats pluriconidiens provenant de la lignée MX

MX-F Le Rheu 1993 7
NMX1-2" " 1994 TB4
NMX2-1 " ! TR2
NMX3-2 " ! TH4
NMX4-2 " " THS
NMX35-1 " " T2
NMX6-1 " " "

NMX8-1 ! " TBS
NMXe-3 " " TB4
NMX10-2 “ " "

NMXI11-1 " " TBo6
NMX13-] “ " Th4
NMX13-2 " " TB2
NMX13-3 " " "

NMX17-4 " " TB?
NMX21-1 " " TB1
NMX21-2 " " ™87
NMX23-3 " " TH1
NMX27-2 " " "

Isolats et souches monoascosporées isolés du Colza

BR67 Dijen 1991 TBI
BY0R Lyon 1992 TB?
B98O Pologne 1994 TBI
B981 " ’ :

Isolats et souches isolés de Cruciféres cultivées et adventices

Sa2 Le Rheu 1994 THI
REMN " * "
Esz L] " L]
Rsz L] L] L
Thi64 Canada ? "Thl'
.nll65 L " L
rw " . W
PHW 1270 (NA1} USA " TB1
PHW 1268 (NA3) " " TB3

*les codes commengant par N identifient des isolats obtenus de symptémes
atypiques de noircissements sur ies tiges de la lignée MX
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@ Polvmorphisme 3 l'intéeur du eroupe B

Pour les souches de ce groupe, nous observons une grande variabilité des zymogrammes
pouvant affecter le nombre d'isoestérases révélées et leurs positions relatives. Par commodité, nous
avons inclu les isolats "Thlaspi' et l'isolat de Phoma wasabiae dans le groupe B sur la base de la
diffusion de pigments. Ce groupe rassemble par ailleurs les souches de référence NA1 (PHW 1270)
et NA3 (PHW 1268) ainsi caractérisées par Koch er al. (1991). Parmi toutes ces souches, huit
profils isoestérasiques sont révélés (Fig. 36 ). Nous distinguons 4 sous-groupes

1} les souches caractérisées par les zymogrammes TB1 4 TBS

2) la souche NA3 caractérisée par le zymogramme TB3

3} les deux 1solats “Thlaspi' : Thl64 et Thl65 caractérisés par le zymogramme 'Thl'

4) l'isolat de P. wasabiae (PW) caractérisé par le zymogramme "W'

L'analyse des zymogrammes des isolats obtenus a particr de symptdmes atypiques
{noircissements sur tiges) développés sur la lignée MX met en évidence des profils particuliers (TB2,
TB4 4 TB6 et TBS8) qui semblent spécifiques a ce type de populations de L. maculans puisqu'ils ne
sont révélés chez aucun isolat et souche monoascosporée isolés de la lignée MX ou du Colza
{Tableau 23). Parmu les souches du groupe B, le profil TB1, TB2, TB4 et TB7 sont les plus
fréquents sur la lignée MX alors que TBI serait le seul profil caractérisant les isolats obtenus des
autres Cruciféres cultivées et adventices. Les isolats tssus de Cruciféres adventices montrent des
profils isoestérasiques similaires a ceux observés pour certaines souches isolées de la lignée MX et
du Colza (Tableau 23).

Les isolats "Thlaspi' se distinguent par un profil "Thl' qui, de visu, regroupe les profils type
Bl et type Al (Fig. 36). Au total, 11 bandes EST sont révélées dont trois B-EST cathodiques et une
a-EST anodique. Les bandes EST intermédiaires rappellent le profil type Al avec toutefois un
décallage de la position relative des EST. Six bandes EST sont communes aux isolats ‘Thlaspi' et au

groupe B. Pour l'isolat PW, au total six bandes EST sont mises en évidence (Fig. 36).

® Analyse comparée des différentes populations de Phoma spp.

Les deux paragraphes précédents ont permis de mettre en évidence un polymorphisme trés
important chez Vespéce L. maculans. Ce polymorphisme interfére-t-il avec certaines espéces du
méme genre décrites sur d'autres cultures? Une proximité taxinomique peut-clle étre observée par les
EST? C'est autant d'interrogations qui ont motivé {'acquisition des données analysées dans ce demier

paragraphe.
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Figure 36 : Profils d'isoestérases caractéristiques des souches du groupe B (TB1 a TB8 et TB3),
des isolats "Thlaspi' (Thl) et de Phoma wasabiae (W).







1. P. exigua var. exigua

2. P. exigua var. lilacis

3. Phoma sp. du Topinambour
4. P. macdonaldii

5. P. exigua var. foveata

6. P. exigua var. sambuci-nigrae
7. P. exigua var. linicola

8. P. exigua var. inoxydabilis

9. P. betae

TA2 = Profil type du groupe A
TBI1 = Profil type du groupe B
W = Profil type de P. wasabiae

| TBI i

W

|1l

|

r

Figure 37 : Profils d'isoestérases caractéristiques des souches de Phoma spp.
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Les caractéristiques isoestérasiques des différents groupes évoqués dans les pragraphes ci-
dessus sont analysées en comparaison avec des isolats de différentes espéces de Phoma

1) P. exigua var. exigua ssolée de la Pomme de terre

2} P.exigua var. lilacis isoléc de Syringa vulgaris

3) Phoma sp. isolée du Topinambour

4) P. macdonaldii isolée du Tournesol ('isolat nous est fourni par A. Pérez du CETIOM)

5) P. exigua var. foveata 1solée de la pomme de terre

6) P. exigua var. sambuci-nigrae isolée de Sambucus rnigra

T) P. exigua var. linicola isolée du lin

8) P. exigua var. inoxydabilis 1solée de Ja Pervenche

9) P betae 1solée de la betterave

Chaque espéce de Phoma est caractérisée par un profil isoestérasique spécifique (Fig. 37).
La presence de quelques bandes EST communes rend compte de la proximité taxinomique de ces
espéees. Le profil de l'isolat de F. betae se caractérise par cing B-EST dont la disposition rappelle

celle des souches du groupe A avec cependant un décallage de la position relative des bandes.

¢} Discussion

L'¢lectrophorése en conditions non dénatuantes et la révélation des protéines (Protéines
totales, PGI et EST) permettent d'obtenir des électrophorégrammes dont I'analyse rend compte d'un
certain polymorphisme des populations de L. maculans.

L'¢lectrophorése des protéines totales et des isozymes (PGI et EST) permettent unc
différenciation sans équivoque des profils caractéristiques des deux groupes de souches de L.
maculans. Les zymogrammes des PGI sur gels d'amidon montrent une bande spécifique a chacun des
deux groupes 'Brassica’ (sensu Petrie, 1969) indépendamment de leurs origines biologiques ou
géographiques. Ils sont corrélés a la diffusion de pigment dans le milieu de culture. La bande la plus
rapide (cathodique) caractérise le groupe A alors que la plus lente (anodique) identifte les souches du
groupe B. Le groupe "Thlaspi’ constitue une entité distincte des groupes A et B en ¢e qu'il montre une
bande plus lente que celle du groupe B. Cette homogénéité apparente a l'inténeur de chaque groupe
de souches n'est pas retrouvée lorsque l'on s'intéresse aux profils des protéines totales et des EST.

Les PG, tout comme le critére cultural (diffusion de pigments), assimilent l'isolat PW au groupe B.
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Dans nos conditions expérimentales, et exception faite des nombreuses protéines faiblement
colorées, deux et trois bandes protéiques, caractéristiques des deux groupes de souches. sont
respectivement observées sur les profils des protéines totales. De nombreuses bandes protéiques
communes aux deux groupes A et B confirment leur proximité taxinomique. Balesdent ef o/, (1992)
utilisent I'isoélectrofocalisation (IEF) des protéines totales et déterminent des profils caractéristiques
des deux groupes A et B. Cependant, le grand nombre de bandes révélées grice 4 la capacité de

résolution de I'TEF rend difficile 'exploitation des protéinogrammes (Gall ef al., 1995).

C'est 'analyse du polymorphisme isoestérasique qui nous a surtout permis d'identifier les
profils caractéristiques des principaux groupes de souches composant l'espéce L. maculans. En outre
ce systéme discrimine clairement les souches a Vintérieur des groupes.

Le nombre important de souches du groupe A analysées (126} soubgne le faible
polymorphisme des populations frangaises de ce groupe. La situation australienne semble différente
en témoigne la souche particuliere DIB2t. Ce résultat fait état du potentiel de vanation phénotypique
des souches du groupe A qui reste encore sous-gstimé. L'analyse d'un échasntillon plus important

serait nécessaire pour nous renseigner sur la fréquence de ces phénotypes nouveaux en Australie.

L'examen des zymogrammes des souches du groupe B conforte les données de la littérature
faisant état du trés grand polymorphisme a l'intérieur de ce groupe. Sur la base des profils RFLP,
Koch er al. (1991) défimssent trois sous-groupes (NAL, NA2 et NA3) génétiquement distants a
I'intérieur du groupe B. Parmi les populations que nous avons isclées de la lignée MX et du Colza,
nous distinguons deux profils types dont les différences fondamentales reposent sur la position
relative de la bande o,B-EST anodique. Aucune souche n'a manifesté le profil type du sous-groupe
NAS3 alors que le zymogramme de la souche NAI est mis en évidence dans notre collection de
souches. Des résultats similaires sont obtenus par Gall ef al. (1995). Les auteurs analysent des
souches d'origines géographiques diverses et démontrent que seul le sous-groupe NAI est représente
en France et en Europe. L'apparition du phénotype TA3 (absent des populations isolées du Colza)
pami les populations isolées de la lignée MX serait le résuitat d'une adaptation 4 cette nouvelle
source de résistance. L'analyse des populations isolées en 1994 et 1995 permettraient de conforter
cette hypothese.

A l'opposé, une spécificité phénotypique est mise en évidence chez les isolats provenant de
Thiaspi arvense et d'Eutrema wasabiae, Les caractéristiques isoenzymatiques des isolats "Thlaspy'
confirment leur position intermeédiaire entre les groupes A et B. Morales et al. (1993a) parviennent a
la méme conclusion et montrent que les profils d'hybridation rapprochent le groupe ‘Thlaspi' de l'un

des deux groupes A ou B en fonction des sondes utilisées. Sur la base des analyses RFLP, Johnson et
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Lewis (1990) parviennent a regrouper une souche Thlaspi’ avec des souches du groupe A d'origine
anglaise. En ce qui conceme nos travaux, les nombreuses EST communes mises en évidence
rapprochent le groupe 'Thlaspi' du groupe B ainsi que le montrent Morales er a/. (1993b). En
séquengant les ITS, les auteurs démontrent que le groupe "Thlaspi' est distinct des groupes A et B et
serait plus proche du groupe B (90 et 95 % de similitude pour les ITS1 et 2 respectivement) que du
groupe A.

En dépit du fatble nombre d'isolats 1ssus de Cruciféres adventices, notre étude montre que
ces populations sont identiques a celles isolées du Colza. Elle démontre pour la premiére fois que les
plantes adventices constituent des 'réservoirs' potentiels pour les deux groupes de souches de L.
maculans en France.

Nonobstant la grande variabilité révélée par de nombreuses studes a 'intérieur du groupe B,
nos travaux montrent que ce groupe forme unc entité biologique distincte des autres Phoma spp. Une
certaine spectficité phénotypique lide a I'héte d'origine est ainsi mise en évidence chez certaines
especes de Phoma comme le montre I'analyse des populations ssues de Thlaspi arvense, Eutrema
wasabi, Beta vulgaris et d'autres espéces végétales cultivées.

La caractérisation isoestérasique de différentes especes de Phoma souligne lintérét de

I"électrophorése pour des études taxinomiques chez ce genre.
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CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

L'analyse complémentaire des criteres culturaux, biologiques et biochimiques s'est avérée
une approche méthodologique intéressante pour I'étude des populations de L. maculans isolées de la
lignée de recombinaison MX, du Colza, de la Moutarde brune et d'autres Cruciféres adventices. La
diffusion de pigments dans le milieu de culture par les jeunes colonies et le polvmorphisme révélé par
les PGI et les EST permettent une répartition fiable des souches de L. maculans en groupes A et B.

Sur la base de ces critéres, nous montrons que les deux groupes de souches A et B sont

présents en mélange sur la lignée MX avec une forte prédominance des souches du groupe A.

Quelles que sotent leurs origines biologique ou géographique, les souches du groupe B sont
agressives sur la lignée MX au stade cotylédonaire. D'une maniere générale, il ressort de nos travaux
que les souches du groupe A agressives sur la lignée MX sont plus fréquentes et présentent une
agressivité plus importante dans les populations isolées de la lignée MX que dans celles isolées du
Colza. La mise en évidence de souches agressives sur la lignée MX parm les souches isolées du
Colza apporte la preuve que ces pathotypes préexistent dans les populations du groupe A. Ces
résultats semblent indiquer que les populations de L. maculans évoluent sous la pression de
sélection exercée par la résistance d'origine Moutarde brune introduite dans le Colza. Sous
réserve que ces souches puissent induire la nécrose du collet (voir troisiéme partie), il semblerait
donc que cette nouvelle source de résistance pourrait ne pas étre durable dans des conditions

pédaclimatiques favorables & la maladie.

La mise en évidence exclusive de souches du groupe B dans les populations isolées du cv.
Picra est en accord avec nos résultats concernant la sensibilité de ce génotype au stade cotylédonaire
vis-a-vis de certaines souches de ce groupe.

La résistance de type hypersensible de la Moutarde brune, mise en évidence au stade
cotylédonaire vis-a-vis du groupe A, est corrélée a la résistance totale de ce génotype manifestée au
champ pendant la campagne 1992-1993. Cette observation est confortée par l'absence de ce groupe
de souches, dans les populations isolées du cv. Picra, lors de la premuére campagne

d'expénmentation au champ (1992-1993),

L'électrophorése des protéines constitue un outil fiable pour la discrimination entre et a
l'intérieur des deux groupes de souches. Les zymogrammes d'isoestérases, de par le faible nombre de

bandes révélées et la netteté de celles-ci, différencient efficacement les sous-groupes B. Elles
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montrent que les populations 1solées des espéces de Brassica forment unc entité similaire au sous-
groupe NA1. Cependant, des 1solats foliaires provenant de la Moutarde brune, ainsi que certaines
autres souches, presentent des profils enzymatiques particuliers qui laissent supposer que d'autres
sous-groupes B sont sélectionnes par cette espéce. Des analyses RFLP pourraient étaver cette
hypothése. Au contraire du groupe B, le groupe A parait plus homogéne quel que soit I'hdte
d'origine. Le profil isoestérasique particulier de la souche australienne, non observé parmi les
souches européennes et canadiennes, témoignerait du polymorphisme encore sous-estimé a 'intérieur
du groupe A. Des analyses complémentaires en utilisant un échantillon plus important de souches
australiennes apporteratent des informations sur la fréquence de ce phénotype particulier.
L'observation de phénotypes nouveaux parmi les populations des deux groupes isolées en
1993 et 1994 a partir des résidus de la lignée MX semble également témoigner d'une évolution des

populations sur ce génotype.

Notre étude sur les populations de L. maculans isolées des Cruciféres adventices concernent
un nombre limité d'isolats d'origines canadiennes et frangaises. Néanmoins, nous montrons que lcs
isolats frangais sont identiques aux populations inféodées aux especes de Brassica cultivées au
regard de leurs caracténistiques culturales, biologiques et électrophorétiques. L'importance des
Cruciféres adventices dans l'épidémiologie de la Nécrose du collet est ainsi soulignée. Ces
populations apparaissent agressives sur la hignée MX et pourraient compromettre l'efficacité et la
durabilité de sa résistance. Prendre en compte la diversité de ces biotypes est indispensable dans la
perspective de la sélection du Colza pour une résistance a L. maculans efficace et durable.
Toutefois, leur réle effectif dans la manifestation de la nécrose du collet au stade adulte reste a

évaluer.

Les isolats "Thilaspi' et I'isolat de P. wasabiae s'apparentent au groupe B par la diffusion de
pigments dans le milieu MG et présentent des caractéristiques isoestérasiques spécifiques et
distinctes de celles des groupes A ¢t B. Cependant, les isolats 'Thlaspi' combinent les profils types
des groupes A et B. Sous réserve du nombre d'isolats analysés, nous n'avons pas obtenu ces types
d'isolats parmi les isolats frangais provenant des Cruciféres adventices. Au vu de ces résultats, il
serait intéressant d'analyser un échantilion d'isolats plus diversifié afin d'évaluer I'existence
éventuelle de ces différents groupes de souches dans les populations frangaises adaptées aux
Cruciféres adventices.

Les critéres morphologiques, biologiques et électrophorétiques et d'autres résultats rapportés
par ailleurs, confortent I'hypothése que les deux groupes de L. maculans constituent au moins deux
espéces différentes. Cependant, des échanges génétiques semblent possibles entre les deux groupes de

souches (Taylor er al., 1995).
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A l'issue de l'analyse de la vanabilité de L. maculans, il convient de s'interroger sur le rdle
de la reproduction sexuée dans la manifestation de cette grande diversité du champignon. Par
ailleurs, les différences génétiques entre les deux groupes de souches correspondent-elles a un
isolement sexuel? La réponse a ces questions passe par des études géntiques qui nécessitent de
disposer de protocoles adéquats permettant de reproduire la forme sexuée ix vifro afin d'analyser les
tétrades. Pour les souches du groupe A, l'obtention de la forme parfaite est maitrisée in virro. A
l'opposé, pour le groupe B aucune équipe n'est parvenue a reproduire la forme sexuée dans les
conditions de laboratoire bien que celle-ci se manifeste en conditions naturelles.

C'est dans ce contexte d'absence totale de connaissances sur la biologie sexuelle du
groupe B que nous nous sommes proposé de meftre au point un protocole de croisements des

souches de ce groupe et d'étudier le déterminisme génétique de sa forme parfaite.
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DEUXIEME PARTIE :
DETERMINISME GENETIQUE DE LA REPRODUCTION SEXUEE
ET CARACTERISATION DE TETRADES NATURELLES DES
GROUPES A ET B DE L. MACULANS
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INTRODUCTION

Afin de mieux comprendre la biologie de L. maculans, de nombreux auteurs ont depuis
longtemps cherché a reproduire la forme sexuée in vitro. Lacoste (1965) détermine les conditions
favorables & la production de périthéces chez de nombreuses espéces du gente Leptosphaeria et
montre que le milieu 'pailles de graminées' est le milieu le plus adéquat pour la reproduction sexuée
chez le groupe A. 11 obtient ainsi en un mois des périthéces matures 4 i8 °C et sous lumiére blanche

flucrescente alternant avec 'obscurité.

Venn (1979) en Australie puis Boudart (1981) en France démontrent que 'hétérothallisme
bipolaire est le déterminisme génétique qui contrdle la reproduction sexuée chez les souches du
groupe A. Le premier auteur utilise des souches isolées au hasard qu'il croise deux a deux sur un
mulieu eau gélosée contenant des fragments de tiges de Colza. Les cultures sont ensuite incubées a
20° C sous lumiére fluorescente pendant cing a sept semaines. Boudart (1981) est le premier auteur
a avoir utilisé des tétrades complétes pour déterminer les groupes de compatibilité sexuelle (+ et -)
chez L. maculans. En s'inspirant des résultats de Lacoste {1963), l'auteur réalise les croisements sur
le mulieu pailies de blé. Les cultures ainsi réalisées sont incubées a 18 °C sous lumere blanche a

raison de 12 h d'eclairement par jour pendant 21 jours.

A la suite de ces travaux originaux, Bonman er a/. (1981) aux USA et Petrie et Lewis
(1985) au Canada étudient la compatibilité sexuelle entre des souches de diverses origines
biclogiques et géographiques et parviennent a2 démontrer que les mémes alléles de compatibilité sont
présents chez les souches du groupe A indépendamment de leurs origines. La muaitrise de la
reproduction sexuée chez le groupe A a permis dengager des études génétiques du pouvoir

pathogene (Ansan-Melayah et al., 1995).

Au contraire des souches du groupe A, les études réalisées in vifro sur les souches du groupe
B portent essenticllement sur la forme asexuée, bien que des souches du groupc B soient isolées a
partir de périthéces développés au champ. Les nombreuses tentatives de reproduire in vitro la forme
sexuée chez ce groupe se sont soldées par des échecs. Des exempies nous viennent des travaux de
Bonman et al. (1981), Petrie et Lewis (1985) et Gall {(1994). Par ailleurs, ces auteurs ne parviennent
pas A croiser in vitro les souches du groupe A avec celles du groupe B et en inférent que ces deux

groupes seraient des espéces différentes.
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L'obtention de tétrades naturelles du groupe B a motivé I'ensemble de nos investigations
visant 4 :
- déterminer les conditions favorables ¢ la manifestation de la forme sexuée et a
analyser le déterminisme génétique impliqué dans la reproduction sexuée de ce groupe (Article 2).
- étudier la variabilité culturale et biologique a l'intérieur des tétrades dans le but

de trouver des marqueurs utilisables pour des études génétiques ultérieures (Chapitre 2).
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Chapitre 1 : HETEROTHALLISME BIPOLAIRE ET
POLYMORPHISME ESTERASIQUE A L'INTERIEUR ET ENTRE
DES TETRADES DU GROUPE B (NON-AGRESSIF) DE
LEPTOSPHAERIA MACULANS.

Article soumis pour publication dans Mycological Research le 28 février 1996

INTRODUCTION

A l'instar des souches du groupe A, celles dn groupe B accomplissent leur cycle sexuel au
champ. Les deux groupes de souches peuvent coexister sur le méme résidu de Colza. Cependant, le
groupe A y est fortement majoritaire. L'absence de différences morphologiques entre les organes
sexuels (périthéces, asques et ascospores) rend impossible une identification a priori des groupes A
et B. Cette situation constitue un frein a l'analyse génétique des tétrades naturelles du groupe B.

A partir de pénthéces formes sur la Moutarde brune, nous avons prélevé des asques matures
a la loupe binoculatre puis isolé seéparément Jes huit ascospores (iétrade). Quatre tétrades non

ordonnées sont ainsi obtenues : trois tétrades du groupe B et une tétrade du groupe A.

Disposant de ce matériel fongique, nous nous sommes investi dans la recherche de
conditions favorables & ['obtention des périthéces in vitro a l'intérieur du groupe B. Nous avons
par ailleurs étudié le dérerminisme génétique de la reproduction sexuée chez ce groupe et cherché

a appréhender ses interactions avec le groupe A.

RESUME DE L’ARTICLE 2

Les croisements deux a deux des souches de L. maculans isolées de trois asques du groupe
B sont réalisé¢s sur des pailles de blé et incubés a 18 °C sous la lumiére noire avec une photopériode
de 12 h. Dans ces conditions, des souches compatibles produisent des périthéces matures. La culture
d'une souche monoascosporée ne produit pas de périthéces. Nous rapportons pour la prercre fois
I'obtention in vitro de la reproduction sexuée chez le groupe B. La ségrégation de type 1 : 1 des
groupes de compatibilité sexuelle montre que les souches du groupe B sont hétérothalliques avec
deux alléles de compatibilité MAT2-7 et MAT2-2 au locus MAT2. A |'ntérieur de deux tétrades du

groupe B sur les trois analysées, les zymogrammes d'isoestérases ségrégent de fagon mendélienne.
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Dans les mémes conditions d'expérimentation, nous avons également obtenu des périthéces
en croisant des souches isolées d'un asque du groupe A avec deux souches de référence (+ et —) du
groupe A. Les croisements effectués entre cette tétrade du groupe A et deux souches du groupe B
(MAT?2-1 et MAT2-2) sont infructueux. Notre étude démontre 'heétérothallisme bipolaire, jusqu'alors
supposé, chez le groupe B de L. maculans. Elle montre, en outre, que le locus de compatibilité
sexuelle est indépendant de celui des isoestérases. L'intérét de ces deux marqueurs dans des études
geénétiques des souches du groupe B et les conséquences de ce travail sur la taxinomie de L

maculans sont discuteés.
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Bipolar heterothallism and esterase banding pattern polymorphism within and between B-

Group (non-aggressive) tetrads of Leptosphaeria maculans

Irénée Somda, Samar Harkous and Hortense Brun
INRA, Station de Pathologie Végétale, Domaine de la Motte, BP 29, F-35650 Le Rheu, France

Heterothallism in B-Group isolates of L. maculans
SUMMARY

Pair-wise combinations between three tetrads of the B-Group of Leprosphaeria maculans
were perfomed on wheat straws incubated at 18 °C under 12h-photoperiod of black light radiation.
Under these conditions, compatible isolates produced mature pseudothecia. This is the first report of
the /n vitre sexual mating within this group. The B-Group tetrads displayed a 1:1 segregation of
mating types, indicating that this group is heterothallic with two mating type alleles AMAT2-1 and
MAT2-2 at the locus MAT2. Within all the B-Group tetrads but one, the 1soesterase electrophoretic
types segregated in a 1:1 pattern which was consistent with the Mendelian inhentance. Crosses
between individual isolates of an A-Group ascus and two A-Group testers were possible under the
same conditions. However, attempts to mate these single-ascus isolates with two B-Group 1solates of
opposite mating type remained unsuccessful. This work provides evidence for bipolar heterothallism
in B-Group isolates of L. maculans, and demonstrates that mating type and isoesterase genes are
independent. The implications of both markers in genetic studies of B-Group isolates and the

consequences of this work in the taxonomy of L. maculans are discussed.

Key words: Brassica, Phoma lingam, weakly virulent isolates, mating types, isozymes.
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INTRODUCTION

Blackleg, caused by the filamentous ascomycete Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. et
de Not., the teleomorph of Phoma lingam (Tode ex. Fr.} Desm. is an economically important disease
of cruciferous crops throughout the world (CMI, 1991). Populations of L. maculans recovered from
Brassica species fall into two groups referred to as aggressive (A-Group) or non-aggressive (B-
Group) isclates. They may be differentiated on the basis of cultural traits (Pound., 1947),
pathogenicity (Johnson & Lewis, 1994), isozyme (Hanacziwskyj & Drysdale, 1984, Balesdent er al.,
1992), production of sirodesmin (Koch, Badawy & Hoppe, 1989) as well as electrophoretic
karyotyping (Taylor, Borgmann & Séguin-Swartz, 1991) and molecular analyses (Johnson & Lewis,
1990; Morales, Peicher & Taylor, 1993). These results along with the impossibility of intercrossing
the isolates (Bonman ef a/., 1981) provided evidence for considerable genetic differences berween the
two groups of 1solates, leading to the hypothesis that they may constitute two different species (Koch
etal, 1991},

The sexual stage of both groups of isolates develop on infected stem stubbles in field
conditions (Humpherson-Jones, 1983). The sexual stage of A-Group isolates has been induced in the
laboratory, while attempts to cross B-Group isolates /» vitre has remained up to now unsuccessful
(Petrie & Lewis, 1985). The development of a method allowing in vitro mating of B-Group isolates
is a prerequisite for genetic analysis 1 this group.

This paper reports a protocol for mating B-Group isolates under laboratory conditions using
tetrads (i.e. eight ascospore isolates from an ascus). The present study aimed to 1) determine the
genetic control of the sexual mating in B-Group isolates, 2) study the mating relationships between
A- and B-Group isolates, and 3) evaluate the within-tetrad varability with respect to isoesterase
banding patterns. The significance and relevance of isoesterase and mating type markers for further

genetic studies are discussed.
MATERIALS AND METHODS
Fungal material

Three B-Group tetrads designated Bl to B3 and one A-Group tetrad termed Al were
recovered from B. juncea cv. Picra and used in this experiment. Tetrads were characterized as
belonging to A- and B-Groups according to their cultural traits. The B-Group tetrads onginated
from different pseudothecia. Asci were dissected and single ascospores were recovered according to

the technique described by Mengistu, Rimmer & Williams (1993). Isolates from a single ascus were
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assigned a number from 1 to 8 with the prefix indicating the ascus number. These tetrads were not
ordered. Two other A-Group isolates recovered from B. napus stubbles, and characterized as Mat-
(isolate 290) and Mat+ (isolate 827) by Gall et al. (1994), were also used as testers in some of the
crosses. In our study, the opposite mating type of A-Group isolates were designated MAT/-/ (290)
and MAT1-2 (827), respectively, according to Yoder, Valent & Chumley (1986}

Mating Protocols

Prior to pairning, isolates were grown separately on V8-juice agar supplemented with
streptomycin sulphate (250 ug ml™) for seven days at 20 °C. Agar plugs (5 mm) were then cut from
the margin of the colonies and placed about 5 mm apart from the other isolate on the culture

medium.

A first experiment aimed to determine the conditions capable of inducing the sexual stage
within the tetrad Bl by comparing V8-juice apar and wheat straw media under different
environmental conditions. On V8-juice agar, sterilized stem pieces of B. napus cv. Westar were
placed between the paired isolates. The conditions of incubation were those of Mengistu er al.
(1993). Autoclaved wheat straws cut mto pieces of 40 mm long were inoculated with mycelium
plugs of paired isolates as described by Boudart (1981). One set of the isolate combinations was
incubated at 18 °C under a 12-h photoperiod of fluorescent light (Sylvania 40 W tubes placed 18 cm
above the cultures), while the other was incubated at 18 °C under a 12-h photoperiod of black light
radiation with ultraviolet screen (300-400 nm provided by OSRAM L40W/75 lamps placed 40 ¢m
above the tubes). On both media, attempts were made to self the isolate Bl.1 and to cross it
separately with each of the seven other isolates (B1.2 to B1.8). A pairing of the A-Group testers was
included as control.

A second experiment, based exclusively on the wheat straw / black light protocol described
above, was performed in order to study the sexual relationships both within and between A- and B-
Group isolates. In the first step, each Bl isolate was paired with each of the four following isolates
(Bl.1, B1.3, B1.4 and B1.7) and pair-wise combinations were performed within the tetrads B2 and
B3. In addition, the isolates B3.5 and B3.6 with opposite mating type were paired with each of the
eight B2 isolates. In the second step, each isolate from the ascus Al was paired with the A-Group
testers and the B-Group testers (B3.5 and B3.6).

Three replicates were made for all crosses. Crosses were considered fertile when
pseudothecia, asci and ascospores were observed 1n slide preparations of 4-week old cultures under a

binocular microscope.



Fig. 38 Fig. 39

Fig. 40

Figures 38-40 : Sexual organs of B-Group isolates of Leptosphaeria maculans.
Figures 38 : Pseudothecia on wheat straws (arrows) (bar, 500 pm).

Figures 39 : Immature asci with paraphyses (bar, 32 pm).

Figures 40 : Ascus containing ascospores (bar, 16 pm). Photos : I. Somda



Deuxieme partie Chapitre I : Forme sexuée du groupe B E
Preparation of protein extracts

Five agar plugs were aseptically transferred in a sterile flack containing 100 ml Czapek
hquid medium, After 12 days of stationary incubation at 20 °C in the dark, the mvcelial mats were
collected by vacuum filtration through a Whatman 5.5-cm glass microfibre (GF/A) filter paper, well
rinsed with sterile water, frozen and freeze-dned. Proteins were extracted according to the method
described by Some & Tivoli (1993), and stored at -20 °C.

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE}

One-way vertical polyacrylamuide gel electrophoresis was performed according to Laemmli
(1970). The separating gel consisted of 10 % polyacrylamide solution in 1.5 M Tris/HCI buffer (pH
8.8). The stacking gel composition was 3.75 % polyacrylamide solution in 0.3 M Tris/HCI buffer
{pH 6.8). After loading each well with 20 ul protein extract, the gels were run at 200 V and 4 °C for
2 h. The o~ and B-1soesterase (EST) bands were stained as described by Somé & Tivoli (1993).

RESULTS
Comparison of mating protocols

Crossings performed on the V8-juice agar / stem portion medium did not produce
pseudothecia. Only A-Group testers produced mature pseudothecia on wheat straws incubated under
white light radiation. Under black light radiation, both A-Group tester cross and some pairings
involving B-Group isolates produced mature pseudothecia on wheat straw medwm. Crosses
Bl.1xB1.3, B1.1xB1.4 and B1.IxB1.5 produced mature pseudothecia, asci and ascospores {Figs
38-40). The mating types MAT2-1 and MAT2-2 were assigned to the B-Group compatible isolates.

Crossings between B-Group isolates

Pseudothecia were not found in single isolate cultures. Mating between Bl isolates vielded
11 fertile crosses and enabled two groups of four 1solates to be distinguished (Table 24, a). Of the 36
pair-wise combinations within each tetrad B2 and B3, only eight crosses produced pseudothecia
(Table 24, b & ¢). Such sexual organs were also produced when the isolates B3.5 and B3.6 with
oppositc mating type were crossed with B2 isolates (Table 24, b). This result supported the
occurrence of identical mating groups in two tetrads from two pseudothecia.



Table 24. Mating type determination between isolates from
asci B1, B2, B3 and Al
a) Bl

Isolates B1.1 B1.2 B1.3 Bl1.4 B1.5 Bl.6 B1.7 B1.8
Bi.l - -+ + + + -
B1.3 + - - - - +
Bl4 + +
Bl1.7

fc 0
b) B2

+
+ - -
2 1

- - -

'
+

8 ]
[—
o
[ 4]
%]

Isolates B2.1 B2.2 B23 B24 B25 B26 B2.7 B28
B2.1 - + + - + -+ -
B22 - - + - + - -
B2.3 - - - - - -
B2.4 - + -+ -
B2.5 - - - -
B2.6 - - -
B2.7 . .
B2.8 -
zfc 0 1 1
B3.5 + - - + - + - .
Bi.6 - + + - - -+ -
c) B3

ot
=]
[
]
o

Isolales B3.1 B3.2 B3.3 B34 B3.5 Bi6 B3.7 B3 8§

B3.1 - - - - + - - -
B3.2 - + - - + - +
B3.3 - + + - - -
B3.4 - - - - -
B3.5 - + - -
B3.6 - - -
B3.7 - +
B3.§ -
Ifc 0 0 1 | 2 2 0 2
d) Al

Isolates Al.1 AL2 Al3 Al4 Al5 Al6 ALT AlS
290 - - + + + - + -
827 - + - - - - - +
B3.5 - - - - - - - -
B36 - - - - - - . -

, - = fertile, sterile cross, Zfc = sum of fertile crosses
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Crossings within A-Group isolates and between A- and B-Group isolates

Of 16 crosses involving the tetrad Al and the two A-Group testers, six crosses were fertile,
on the other hand attempts to cross Al isolates with the isolates B3.5 and B3.6 remained
unsuccessful (Table 24, d).

Mature pseudothecia of B-Group isolates were dark and globose (Fig. 38) with sometimes
shorter necks as reported by Mengistu ef al, (1993) in A-Group. They were hard to the touch while
pycnidia were soft and brown to black with longer necks. Ascl and ascospores were morphologically
identical to those of A-group isolates. The number of pseudothecia formed could vary from one to 20
per replicate and per cross {data not shown}. Moreover, different levels of maturity of pseudothecia

could be observed within a given cross. In some crosses, isolates expected to mate did not.
Esterase polymorphism

Seven to eight EST bands per isolate were observed in B-Group tetrads (Fig. 41). Since EST
polymorphism only affected the anodal bands, the electrophoretic type with the faster anodal band
was designated ETBI1, while that characterized by the slower anodal band was termed ETB2 (Fig.
41). The tetrad Al displayed a single EST pattern termed ETA (Fig. 42).

The tetrads B2 and B3 segregated in 4:4 ratio of ETBL:ETB2, but the tetrad Bl segregated
in 5:3 ratio (Table 25). In the tetrad B, 2:2 and 1:3 re-partition of ETB1:ETB2 were observed in
MAT2-1 and MAT2-2 groups, respectively. The unequal re-partition was also found in both mating
groups of the tetrad B2, whereas a 2:2:2:2 segregation of the ETB was observed in the tetrad B3
(Table 25). The combination of the mating type and EST markers allowed the identification of twin
isolates in the tetrads B1 and B3.

DISCUSSION

Pairings between B-Group single-ascus isolates of Leptosphaeria maculans produced
mature pseudothecia on the wheat straw medium under black light radiation as did those between A-
Group tester isolates. The light conditions may be a key factor for the induction of the perfect stage
in B-Group, since the B-Group isolates did not mate under the fluorescent light. In some instances,
crosses involving compatible isolates failed to mate or produced vanous amounts of pseudothecia.

This variation in fertility of crosses was also observed in the A-Group isolates (Venn, 1979;
Petnie & Lewis, 1985). In Pyrenopeziza brassicae (llott, Ingram & Rawlinson, 1984) and
Phaeosphaeria nodorum (Halama & Lacoste, 1991) unexpected sterile crosses were also reported.



Figure 41 : Isoesterase banding patterns of B-Group tetrad B2.

o

Figure 42 : Isoesterase banding patterns of the A-Group tetrad Al. (Photos : 1. Somda)



Table 25. Mating types and iscesterase (EST) banding
patterns of Leprosphaeria maculans isolates

Isolates Mating types EST patterns® Twin ascospores®

A-Group isolates

All  MATI-! ETA ?
Al2  MATI-! ETA ?
Al3  MATI-2 ETA ?
Ald  MATI-2 ETA ?
Als  MATI-2 ETA ?
Ale MATI-I ETA ?
ALT  AATI-2 ETA ?
Al8  MATI-I ETA ?
290 MATI-] ETA

827 MATI-2 ETA
B-Group isolates

BLi  MAT2-] ETB2 1
Bl2 AMAT2-] ETB2 1
B1.3  M4T2-2 ETB2 ?
Bi4  AL4T22 ETB2 ?
Bl.3  AMAT2-2 ETB2 ?
Ble  AL4T2-2 ETBL ?
Bl.7  MAT2] ETB! 2
B18  MAT2-] ETB1 2
B21  M4T2-2 ETB1 ?
B22  MAT2.! ETBI ?
B2.3  AAT2-{ ETB2 ?
B24  MAT2-2 ETBI ?
B2.5  MAT-! ETB2 ?
B2.6  AATZ-2 ETB1 ?
B2.7  MAT2-! ETB2 7
B2.8  AM4T2-2 ETB2 ?
B3l  AMA4T2-2 ETBI 1
B321 MAT2-! ETB2 3
B33  MAT2-2 ETB2 2
B33  AMAT2-} ETEI 4
B35 AMAT2-] ETB2 3
B3& MAT2-2 ETB2 2
B3.7 MAT2-! ETBL 4
B3 8  MAT2-2 ETB1 1

*ETA is the electrophoretic type of A-Group isolates and
ETB1 and 2 represent those of B-Group isolates
b i . .

Twin ascospores share the same numeral, 7 indicates
that twin ascospores cannot be identifted.
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This lack of fertility may be due to the presence of other compatibility factors (Venn, 1979; Halama
& Lacoste, 1991), or a longer delay before mating,

Single isolate cultures and crossing isolates from the same mating group did not produce
pseudothecia nor pseudothecia-like structures. This result along with the 1.1 segregation of the
mating type provide strong evidence for bipolar heterothallism as the mating system in B-Group
1solates of L. maculans. Successful crosses involving the tetrad B2 and the B3 isolates with the
opposite mating type suggest that the same mating alleles may occur in different B-Group tetrads
recovered from the same host. Owing to the extensive genetic diversity within B-Group isolates as
revealed by molecular markers (Koch et al., 1991), mating tests are important to determine whether
the isolates originating from different regions and different cruciferous crops may constitute different
mating populations, as found in Gibberella fujikuroi (Leslie, 1991).

The successful sexual mating between the A-Group isolates originating from B. juncea and
B. napus observed in this study indicates that identical mating groups do occur in these populations.
Therefore, the potential for sexual recombination to generate novel pathotypes with increasing level

of pathogenic vanation cannot be overlooked.

Finally, the failure of A- and B-Group isolates to intercross in our mating experiments is 1n
agreement with previous reports of Bonman et af. (1981) and Gabnelson (1983). This result may
suggest that mating loci and alleles are distinct and corroborates assignation of loci MAT! and
MAT?2 to these groups, respectively, according to the genetic nomenclature proposed by Yoder ef al.
(1986). The failure to obtain hybrid organs between the two groups of isolates with opposite mating
type even though sexuwal matings were observed within each group is likely to be due to genetic
factors, since both groups produce pseudothecia under the same environmental conditions. The inter-
group mating failure together with the specific isoesterase and cultural phenotypes obtained in this
study could be an additional argument supporting the hypothesis that A- and B-Groups do represent
different species, since considerable genetic differences were also reported by Koch er al. (1991).
Similar intersterility was reported between single-ascospore isolates of the two varieties acuformis
and herpotrichoides of Pseudocercosporella herpotrichoides (Moreau & Maraite, 1995). The
authors postulated that these varicties could be expected to be genetically isolated. Due to the limited
number of the crosses analysed, our study does not provide an absolute demonstration of this
hypothesis. Therefore, many more mating experiments are needed, in particular between isolates
originating from different regions and different crucifer specics, in order to check the possibility of
additional mating groups. Indeed, among isolates of the heterothallic ascomvecete Magnaporthe
grisea, Notteghem & Silué (1992) identified the two mating types in two African locations and failed
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to mate these 1solates of opposite mating type. It is likely that other incompatibility genes occur in

these pathogen populations.

In addition to mating type markers, EST were used to study the extent of genetic variation
both within and between A-Group and B-Group tetrads. The polymorphism of EST banding pattcrns
cotroborates previous reports on the great variation of B-Group isolates as revealed by isozyme
markers (Balesdent er al., 1992) and supports the distinction between A- and B-Group isolates. The
4:4 re-partition of ETB! and ETB2 in the tetrads B2 and B3 was consistent with a Mendelian
segregation and suggests that EST are controlled by a single gene. Within an ascus, the two ETB
occurred in the isolates from the same mating group indicating that mating type and EST loci are
independantly segregated. This finding was also reported in A-Group isolates by Gall er al. (1994)
using acid phosphatase analysis. The abnormal 3:1 re-partition of ETB in tetrads B! and B2 might
be due to a mutation, which may have affected an EST allele of one of the twin isolates after
meiosis. Crosses between well characterized isolates and analyses of progenies will enable this
hypothesis to be confinned. Using pulsed-field gel electrophoresis. Plummer & Howlett (1993)
identified the twin ascospores within A-Group tetrads according to their electrokarvotypes,
indicating that chromosome length polymorphism occurs in L. maculans. Further studies arc needed
to prove the relability of this technique for genetic studies of the B-Group isolates of L. maculans.

Since B-Group sexual organs are commonly isolated from field stubbles, then sexual
reproduction may play an umportant role in the generation of new pathotypes which could become
abundant and damaging for rapeseed crops. This first report of a procedure for crossing the B-Group
isolates in the laboratory will hopefully contribute to an assessment of the occurrence of such

pathogenic variation.

We wish to express our sincere acknowledgements to Dr A. M. Chévre, Dr D. Andrivon, Dr
M. Renard and Dr J. Brace for their critical reading of this manuscript. We thank A. Buisson and §.
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Chapitre 2 : VARIABILITE CULTURALE ET BIOLOGIQUE DES
TETRADES DES GROUPES A ET B ISOLEES DE BRASSICA JUNCEA
CV. PICRA

[-INTRCDUCTION

La recherche de margueurs fiables permettant 'analvse des descendances constitue un préalable
aux études génétiques. Chez Phaeosphaeria nodorum, Halama et Lacoste (1991) montrent que le
groupe de compatibilité sexuclle présente une corrélation avec la vitesse de crotssance mycélienne des
souches. Les auteurs parviennent également a identifier les souches jumelles sur la base de leurs aspects
culturaux.

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressé de savoir si les caractéristiques culturales
peuvent constituer un marqueur genétique des populations de L. maculans en général et du groupe B

en particulier.

Nous avons observé une grande variabilité du pouvoir pathogéne chez les souches du groupe B
en utilisant un grand nombre de souches monoascosporées et des isolats d'origines treés diversifiées.
Cependant, l'amplitude de varnation de la pathogénie des souches provepant d'un méme asque de ce
groupe n'a jamais été appréciée. Clest pourquol nous nous sommes attaché & étudier la variabilité
pour ce caractére a l'intérieur d’un méme asque du groupe B. Les travaux réalisés sur une gamme de
cing génotypes visent G meltre en évidence des interactions différentielles pouvant servir de base a
des études génétiques du pouvoir pathogene. En outre, l'analyse de la 1étrade du groupe A. obtenue
pour la premiére fois sur la Moutarde brune, permet d'appréhender les caractéristiques de ce groupe

aprés passage sur ceife espéce.

II-MATERIELS ET METHODES

a) Variabilité culturale

L'analyse de 1a vitesse de croissance mycélienne et de la morphologie des huit souches, issues

d'un méme asque, a ét¢ réalisée sur le milicu malt gélosé a différentes températures (5, 10, 15, 20, 25 et

30 °C) et a l'obscurité. Les méthodes de mesure de la croissance mycélienne et d'appréciation de la

morphologie des colonies sont décrites dans la partie Matériels et Méthodes (page 33).
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Figure 43 : Evolution de la vitesse de croissance journaliere en fonction de la
température et aprés 14 jours d'incubation a l'obscurité,
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Figure 44 : Vitesse de croissance journaliere des souches de I'asque Bl (vitesse
moyenne aux six températures apres 14 jours d'incubation A 'obscurité).
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‘Figure 45 : Vitesse de croissance journaliére des souches de l'asque Al (vitesse
moyenne aux six températures aprés 14 jours d'incubation & I'obscurité).
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Les vitesses de croissance suivies de la méme letire ne sont pas significativement
différentes au seuil 5 % suivant le test de Tukey
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b) Pouvoir pathogeéne des tétrades

Le matériel végétal se compose des lignées MX et MXS, des cvs. Samourai, Westar et Picra.
L'évaluation de la maladie est réalisée dix jours (pour la tétrade Bl) et 14 jours (pour la tétrade Al)

apres I'inoculation an stade cotylédonaire.
¢j Résultats

1) Variabilité culturale des tétrades

'@ La vitesse de croissance mycélienne
D'une mamiére générale, les vitesses de croissance mycélienne sont significativement différentes

a l'inténeur de chacunes des tétrades (Tableau 26). Les diamétres des colonies augmentent réguliérement
avec la température pour atteindre un optimum & 25 °C pour la plupart des souches des groupes A et B.
Dans la tétrade B1, la croissance est cependant fortement ralentie 4 30 °C d'une valeur de 1,46 4 2,5
mm/j en fonction des souches alors que les souches provenant de I'asque Al ne semblent pas inhibées a

cette température.

Globalement, la tétrade B! a une croissance moyenne significativement plus rapide (2,81 mm/j)
que celle de la tétrade Al (1,97 mm/j) (Fig. 43). Toutefois, ce critére cultural ne permet pas une
distinction entre les souches des deux groupes a cause de la grande variabilité & l'intérieur de chaque
asque. Par exemple &4 20 ° C, la souche B1.1 préséntc la méme vitesse de croissance que la souche Al-
5.

Les souches appartenant au méme groupe de compatibilité vanent fortement pour leurs vitesses
de croissance. Ces variations parfois trés significatives ne permettent pas, dans tous les cas,
l'identification des souches jumelles. A Vintérieur de la tétrade Bl par exemple, deux groupes
homogénes de souches sont mis en évidence par le test de Tukey, dans le groupe de compatibilité¢ qui
renferme les souches B1.1, B1.2, B1.7 et B1.8 (voir chapitre 1). En effet, les deux premiéres souches
sont statistiquement identiques. If en est de méme pour les deux dermiéres souches (Fig. 44). Dans le
second groupe de compatibilité ce regroupement parait par contre impossible a réaliser. La méme
analyse peut étre appliquée A la tétrade Al avec le groupe de compatibilité contenant les souches Al.l,
Al.Z, Al6et ALS {(Fig. 45). Dans les deux tétrades, il n'y a pas de correlation entre les groupes de
compatibilité et la vitesse de croissance. De méme, ce critére seul ne permet pas d'identifier les souches

jumelles.
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Figure 46 : Variabilité culturale de six souches issues d'un méme asque (B1) du groupe B.
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Figure 48 : Variabilité entre répétitions pour la diffusion de pigments chez une souche
monoascosporée (A1-3) du groupe A
(Photos : |. Somda)
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@ Caractéristiques du myeélium (Tableau 27 )

A Dintérieur de la tétrade B, les caractéres morphologiques et culturaux varient suivant les
souches et en fonction des températures. Majonitairement jaune et aérien 4 trés aérien, le mvcélium
devient gris rasant a 30 °C. Ce type mycélien n'est pas observé aux autres températures. L'aspect des

colonies de la tétrade Al est trés peu variable et ne semble pas influencé par la température.

Les différents types mycéliens amst mis en évidence dans les deux tétrades ne distinguent pas
les groupes de compatibilité sexuelle. Toutefois dans la tétrade B1, les aspects culturaux des souches
B1.I et B1.2 sont identiques & toutes les températures. Il en est de méme pour les souches B1.7 et Bl 8.
La différence des aspects morphologiques entre les deux paires de souches a ['intérieur du méme groupe
de compatibilité permet de reconnaitre les souches jumelles (Fig. 46), identifiées par ailleurs griace aux

profils d'isoestérases (voir chapitre 1).

@ Diffusion de pigments et formations de secteurs (Tableau 28)

L'analyse de ces deux caractéeres vise a étudier l'influence de la température sur leur

manifestation et leur intensité..

A Vintérieur de la tétrade B1, la pigmentation jaune du milieu de culture est présente a presque
toutes les températures. L'intensité de la pigmentation augmente avec la température; et certaines
souches diffusent un pigment brun rouge aux températures élevées. La production de pigment brun-
rouge, non habituelle chez les souches du groupe A, est également observée dans la tétrade Al (Fig. 47).
Elle est inconstante pour une souche donnée (Fig. 48). Absent & 5 et 10 °C, le pigment brun-rouge
apparait chez deux souches a 15 °C. Sept souches produisent ce type de pigment 2 20 °C.

Les souches de l'asque Bl produisent des secteurs uniquement a 15 et 20 °C (Tablean 28).
Quant 2 la tétrade Al, V'instabilité se manifeste & partir de 10 °C. La souche Al-5 est la seule souche

stable quelle que soit la température.
2) Variabilité du pouvoir pathogéne de huit souches issues d'un méme asque
© La tétrade Bl
Toutes les souches de l'asque B sont agressives sur les lignées MX et MXS et les cultivars de

Colza et de Moutarde brune (Fig. 49, Annexe 12). Le niveau d'agressivité des souches vane en fonction

des génotypes testés. Les huit souches sont fortement agressives sur la lignée MX et le cv. Westar, Des



Tableau 26 : Vitesse de croissance mycélienne en mm/fjour des tétrades Bl et Al & différentes

températures et 4 I'obscunté.

Températures d'incubation

Souches GCS. 5°C 16 °C 15°C 20°C 25°C 30°C
Bl-l MAT2-1 22la 2,694 3,36 a 3,74 ab 477a 2.26 cde
Bl-2 MAT2-1 196bc  241b 331a 441 a 4782 2,65 abc
Bl-3 MAT2-2 2,12ab  2,34bc 279b 3,06 be 4.25b 3.08
Bl-4 MAT2-2 193bc 2,30k 2,740 3461 3,99 b 2,74 ab
Bl-5 MAT2-2 226a 2,24 be 2,62 be 3.74 ab 424b 2,79 ab
Bl-6 MAT2-2 193bc  2.22bc 2.23¢ 3.02 be 3.28¢ 186 ¢
Bl-7 MAT2-1 189 ¢  2ldc 2.44 be 3.07 be 34lc 2,36 bed
Bl-8 MAT2-] 184 ¢  225bc 2.71b 231¢ 349 ¢ 2,03 de
Al-l MATI-1 099ab  1,54b 2,00 ab 1.75 be 2.16 cd 1,78 ¢
Al-2 MATI-1 099ab  134b 136¢ 2.23 ab 1714 2.54b
Al-3 MATI-2 0,780 1.54b 1.69 be 265 a 2.11cd 2,54b
Al4 MATI-2 1,0lab 2,082 1,81 be 234a 2.56 be 2,57b
Al-5 MATI-2 1,182 1,69 ab 191D 233 a 3.09 ab 2.65b
Al-6 MATI-1 096ab  1,74ab 2504 2.11 abe 1,734 2,23 be
Al1-7 MATI-2 L17a 2.20 a .96 b 2492 3.552 3292
Al-8 MATI-} 103a 1.68 ab 1.93 b 1.62 ¢ 3.14 ab 2.15be

GCS = groupe de compatibililé sexueile
Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas signilicativement différentes av sewil 3 % selon le test de Tukey.

Tableau 27 : Morphologie des colonies des tétrades Bl el Al a difTérentes tempéraiures et & 'obscurité,
apres 28 jours d'incubation,

Températures d'ingubation

Souches GCS 5 °C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C 30°C

Bl-1 MAT2-! Gris jaune  Gris junae  Jawvne Gris jaune Gris jaune Gris rasant
atrien aérien aérien Lrés aérien aéricn

Bl-2 MAT2-1 Gris jaune  Gris juune  Jaune Gris jaune Gris jaune Gris rasant
aérien aérien adrien trés aérien aérien

B1-3 MAT2-2 Grisjaunc  Gris mi- Jaune Jaune aérien  Jaune aérien  Gris rasant
mi-aérien aérien aéricn

Bl-4 MAT2-2 Gris jaune  Gris mi- Jaune Gris jaune Jaune aérien  Gris rasant
mi-aérien aérien aérien trés aérien

Bl-5 MAT2-2 Grisjaune  Gris mi- Jaune Gris jaune Jaune aérien  Gris rasant
mij-aérien aérien aérien aérien

Bl-6 MAT22 Gnsjaune  Gris mi- Gris jaune  Gris jaune Gris jaune Gris rasamt
mi-aérien aérien aérien mi-aérien aérien

B1-7 MAT2-1 Jaune Jaune aérien Jaune trés  Gris jaune Gris jaune Gris mi-
aérien aérien aérien aérien aérien

Bi-8 MAT2-1 Jaune Jaune aérien Jaune trés  Gris jaune Gris jaune Gris mi-
aérien aérien mi-agrien aerien aérien

Al.l MATI-1 Gns mi-aér  Gris aérien Gris mi-aér. Gris mi-aér.  Blanc aérien Blanc mi-aé

Al-2 MATI-] Blanc mi-aé¢ Blancrasant  Gris mi-aér. Gris rasant Gris mi-aér.  Gris aérien

Al-3 MATI-2 Gris mi-aér Blanc rasant  Gris rasant  Gris mi-aér.  Gris aérien  Gris aérien

Al-4 MATI1-2 Blanc aérien Blanc aérien  Gris rasant  Gris rasant Gris aérien  Blanc aérien

Al-S MAT1-2 Gris mi-aér  Gris ni-aér.  Gris mi-aér. Gris mi-aér.  Blanc mi-aér  Gris aérien

Al-6 MATI-1 Blanc rasan{ Blancrasamt  Grisrasant  Gris mi-aér.  Blanc rasant  Blanc adrien

Al-7 MATI1-2 Blanc aérien Blanc rasant  Gris mi-aér, Gris mi-aér.  Gris mi-aér.  Gris aérien

Al-8 MATI-1 Gris mi-aér. Gris mi-aér.  Gris mi-aér. Gris mi-aér.  Grisaérien  Blanc aérien

GCS = groupe de compatibilité sexuelle



Tableau 28 : Morphologie des colonies (Pigmentation du milicu / secteurs) issues des 1étrades Bl et Al a

différentes températures et a l'obscurité,

Températures d'incubation

Souches GCS 5°C 10 °C 15 °C 20°C 25°C 30°C
Bl-1 MAT2-! Jaune /- Joune / - Jaune /- Jaune / - Jaune / - Jaune / -
Bl-2 MAT2-t Jaune / - Jaune / - Jaune / - Jaune / - Jaune / - Jaune / -
Bl-3 MAT2-2 Jaune / - Jaune / - Jaune / - Jaune / - Jaune / - Jaune / -
Bl4 MAT2-2 Jaune / - Jaune / - Jaupe / + Jaune / - Jaune / - Jaune /-
Bl.5 MAT2-2 Jaune / - Jaune /- Jaune / + Jaune / - Jaune / - Jaune / -
Bl-6 MAT2-2 Jaune / - Javme / - Joune / + Brunrouge/ - Brun rouge /-  Brun rouge/ -
B1-7 MAT2-1 Jaune / - Jouge 7 - Jaune / - Brun rouge /+ Jaune / - Brurn rouge/ -
Bl1-8 MAT2-1 Jaune / - Jaune / - Jaune / - Brun ronge /+ Jaune / - Brun rouge/ -
Nombre de souches 0 0 3 2 ] 0

avec des secteurs

Al-1 MATI- -/- -/ -/ Bruai rouge /- Brum rouge /- -/-
Al-2 MATI-] -1 -/ -1+ Brun rouge /- Brun rouge /- -/-
Al-3 MATI-2 -/ A Brun rouge /+  Trutreuge +  Brunrouge /- Brun rouge /-
Al4 MATI-2 -f -f - -f- Brut rouge /+ -/ -/
Al-5 MATI.2 -f- - /- -i- -/ -f- -f-
Al-6 MATI-] -/~ -7- -f- Brun rouge i+ -7- -f-
Al-7 MATI-2 -f- -1+ Brun rouge A+ Brun rouge /+  Brnwrouge /- Brun rouge /4
Al-8 MATI-] -/- -1+ -1+ Brun ronge /+  Brun rouge /- -/
Nombre de souches 0/0 0/3 275 7715 5/0 241

produisant des
_pigmenis / Segleurs

GCS = groupe de compatibilité sexuelle, + = présence, - = absence



Souches B1-} B1-2 Bl1-3 Bl1-4 B1-5 Bl1-6 B1-7 B1-8
1 2 3 4 5 & 7 8
Lignée MX 9 9 9 9 g 8,97 g4 875
Lignée MXS 482 438 479 4,57 6,58 5,25 5,95 5,33
cv. Picra 5,67 6,37 6,98 6,98 7,03 5,26 4,834 3.7
cv. Samoursi 4,87 531 6,54 6,32 6,97 5,83 4.5 536
cv. Westar 8,53 8,87 8,75 8,97 8,89 7,63 8,15 8,5
m Lignée MX A Lipnée MXS e cv. Picra O cv, Samourai o cv. Westar
9 — = ] » o —9— —m *
o B ]
g1 o
o
7 { e ] o
° o A
6 T . o A
% Q a Q
E i *] A A A »
s o
v 44
E ]
3 l
24
14
] } — 4 —_— —+ +
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tétrade Bl

Figure 49 : Pouvoir pathogéne de la téirade B1 sur les cotylédons des cing génotypes. Les indices de maladie sont obtenus 14

jours aprés l'inoculation.
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variations importantes de pouvoir pathogéne sont observées sur le cv. Picra, le cv. Samourai et la lignée
MXS. Des niveaux plus faibles d'agressivité se manifestent sur la lignée MXS avec les souches Bl .1,
B1.2, B1.3 et Bl 4. Sur un méme génotype, nous observons un continuum d'agressivité qui ne nous
permet pas d'identifier les groupes de compatibilité et @ forriors les quatre produits de la méiose (Annexe
12).

Les souches ne classent pas de la méme maniére certains génotypes (Fig. 49, Annexe 12). Ces
différences de classement suggérent l'existence d'interactions guantitatives et significatives entre les
souches et les génotypes testés. Sur la base des classements consignés dans la figure 50, nous
distinguons trois groupes a l'intérieur desquels les souches classent les génotypes de la méme maniére.
Les souches Bl.1, B1.2, BL.5, B1.7 et B1.8 distinguent deux groupes de génotypes statistiquement
distincts alors que les deux souches B1.3 et Bl.4 permettent d'identifier quatre groupes de génotypes.

La souche B1-6 discrimine trois groupes.

Le pouvoir pathogéne seul ne permet pas de recomnaitre les deux groupes de compatibilité
sexuelle déterminés dans le chapitre 1. Cependant, en tenant compte des alléles de compatibilité
sexuelle, les classements des génotypes permettent de regrouper les souches B1.3, B1.4 et les souches
B1.5 ¢t B1.6 a lintérieur du groupe de compatibilité MAT2-2. Dans le groupe MAT2-1, les quatre

souches se comportent de maniére 1dentique.

@ La tétrade Al

Toutes les souches sont faiblement agressives sur le ¢v. Picra (Fig. 51, Annexe 13) et induisent,
dans la plupart des cas, des réactions de type hvpersensible. D'une fagon geénérale, le pouvoir pathogéne
de la tétrade est trés varable sur les autres génotypes. Les niveaux d'agressivit¢ les plus éléveés sont
observés avec la souche A1.8 (IM = 7,28 £ 1,13). Les souches Al.5 et Al.7 sc révélent les moins
agressives sur les deux lignées et Jes deux cultivars de Colza. La variabilité de réponse révélée par des
écarts types importants ne permet pas d'observer, dans tous les cas, des différences sigmificatives entre
les souches sur un génotype donné (Annexe 13). L'agressivité des huit souches sur chacun des quatre
génotypes ne permet pas d'identifier les groupes de compatibilit¢é m les quatre paires de souches
jumelles. En considérant simultanément les groupes de compatibilité et I'annexe 13, nous parvenons a
regrouper deux a deux les souches du groupe MATI-2 sur la base de leur agressivité sur la lignée
MXS.

A l'instar de la tétrade B1, les souches de l'asque Al interagissent avec les lignées et les
cultivars de Colza (Fig. 52). A l'exception des souches Al.6 et Al.7, les autres souches classent les
lignées MX et MXS dans le méme groupe. Dans la majorité des cas, la réaction des lignées n'est pas

statistiquement différente de celle des cultivars de Colza (Annexe 13).
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Figure 50 : Représentation graphique du classement des cing génotypes vis-a-vis des huit souches
issues d'un méme asque B1. Les colonnes en gris identifient les souches du groupe MAT 2.1. Les autres
souches sont du groupe MAT2.2




Al-1 Al-2 Al-3 Al-4 Al-S Al-6 Al-7 Al-8

1 2 3 4 5 6 7 8
Lignée MX 5,84 5,75 4,56 5,97 3,03 5,23 332 0,7
Lignée MXS 577 5,56 5,87 6,82 4,34 6,13 4,59 6,75
cv. Picra 1,53 244 1,23 1,35 1,14 1,59 1,19 2,94
cv. Samourai 6,31 5,25 492 5,86 1.69 541 4,45 5,62
cv. Westar 6,56 617 5l 615 351 6,51 4,51 7,28
{ m Lignée MX o Lignée MXS o cv. Picra A cv. Samourai O cv. Westar |
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Figure 51 : Pouvoir pathogéne de la tétrade Al sur les cotylédons des cing génotvpes. Les indices de maladie sont obtenus dix
jours aprés l'inoculation.
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Figure 52 : Représentation graphique du classement des cinq génotypes vis-a-vis des huit souches issues
d'un méme asque Al. Les colonnes en gris identifient les souches du groupe MAT1.1. Les autres souches
sont du groupe MAT1.2
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® Analyse comparée des classements des génotypes par les deux tétrades

Le classement de cing génotypes par les souches Bl est fondamentalement différent de celui
obtenu avec la tétrade Al. Si le cv. Westar, le cv. Samourai et dans certains cas la lignde MXS se
partagent le groupe des génotypes sensibles vis-a-vis des huit souches Al, la lignée MX et le cv. Westar
se révéient les plus sensibles a la tétrade B1. 11 ressort également de cette analyse que le niveau de

résistance de la lignée MXS a la tétrade B1 semble plus important que celui du cv. Samourai.

d) Discussion

Notre travail montre que les huit souches isolées au hasard a partir d'un asque du groupe A et
d'un asque du groupe B de L. maculans apparaissent hétérogenes pour leurs caractéristiques culturales

et pour leur agressivité sur le Colza et les génotypes portant la résistance d'origine Moutarde brune.

1) Polymorphisme cultural et variabilité du pouvoir pathogéne de la tétrade Bl

La culture de la tétrade B1, sur le milieu malt gélose, a différentes températures met en évidence
des différences significatives de witesse de croissance mycélienne. Les variations des caractéristiques
culturales ne sont pas corrélées aux groupes de compatibilité sexuclle. Cependant, les différences
fortement marquées entre deux paires de souches du groupe MAT2-1 permettent de les identifier comme
étant des souches jumelles. En outre, la morphologie des colonies 4 certaines températures permet
¢galement l'identification des paires d'ascospores. Cet apparnement trouve une confirmation dans
l'analyse simultanée des signes de compatibilité et des profils d'isoestérases déterminés dans l'article 2.
Par contre, dans le second groupe, la faible amplitude de vanation rend vaine toute tentative de
regroupement par paires. Le regroupement des ascospores deux a deux dans le groupe MAT2-1
suggererait unc hérédité nucléaire de la vitesse de croissance. L'analyse d'autres tétrades pourrait
apporter des éléments de réponse sur l'efficacité de ce marqueur cultural chez ce groupe de souches.
Chez Phaeosphaeria nodorum, la coloration du mycélium permet a Halama (1991) d'identifier les
souches jumelles contrairement 4 la witesse de croissance des thalles. Ce demier critére semble
cependant lié aux alléles de compatibilité sexuelle. Chez ce champignon nécrotrophe, la pigmentation du

mycélium constitue le seul marqueur fiable utilisé pour des études génétiques (Halama, 1991).

Si les buit souches de I'asque B sont trés agressives sur Ia lignée MX et le cv. Westar, les
niveaux d'agressivité variables observés sur la lignée MXS, le cv. Samourai et le cv. Picra montrent que

la tétrade B1 n'est pas homogéne pour ce caractére. L'analyse simultanée des alléles de compatibilité
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sexuelle et la pathogénie indique que les souches jumelles se comportent de maniére similaire sur
l'ensemble de la gamme d'hétes. Ce résultat suggére que l'agressivité des souches aurait un support
nucléaire chez le groupe B. Toutefois, les différences entre le pouvoir pathogéne des huit souches sont
relativement faibles et montrent que leur signification biologique pourrait étre mal estimée. Au regard de
la vanabilité de la pathogénie observée sur le cv. Picra, il serait intéressant de tester d'autres cultivars de
Moutarde brune en vue de mettre en évidence des interactions spécifiques dans la perspective d'études
geénétiques de la pathogénie des souches du groupe B.

L'absence de différences qualitatives du pouvoir pathogéne entre les souches Bl et sur
'ensemble de la gammes d'hétes serait lide aux conditions du test qui seraient trés favorables aux
souches du groupe B. La diminution de la concentration en spores de l'inoculum, I'inoculation sur des
plantes plus dgées et sur les jeunes feuilles et enfin la baisse de la température d'incubation sont autant
de voies d'investigations qui permettront de definir un protocole adapté a I'étude des souches du groupe
B.

2) Polymorphisme cultural et variabilité du pouvoir pathogene de la tétrade Al

Les résuitats obtenus avec la tétrade Al révélent que les caractéres culturaux varient
indépendamment des signes de compatibilité. Boudart (1981) parvient a la méme conclusion en utilisant
deux tétrades naturelles du groupe A isolées du Chou qu'il cultive sur les milieux pomme de terre et V8
gélos€. Dans la tétrade Al et a l'intérieur d'un méme groupe de compatibilité, les souches peuvent étre
regroupées deux a deux. Cependant, nous ne disposons pas de margueurs complémentaires nous
permettant de conclure sur leur identité nucléaire, La tendance observée mérite d'étre confirmée ¢n
¢largissant l'analyse 4 d'autres tétrades du groupe A et en prospectant d'autres milieux (PDA, V8
gélose,...) et conditions de culture (lumiére blanche, noire, ...}, Gall (1994) utilise simultanément le signe
de compatibilité sexuelle et la vitesse de croissance des thalles et réussit a appaner les souches dans
trois asques du groupe A. Cependant, dans une tétrade, l'auteur constate que I'dentification des souches
jumelles en utilisant les caractéres culturaux ne correspond pas a celle obtenue avec I'analyse simultanée
du marqueur isoenzymatique (ACP) et des alléles de compatibilité sexuelle. Ce contre-exemple met en

doute l'efficacité des critéres culturaux comme marqueurs génétiques chez le groupe A.

Par ailleurs, les souches de I'asque Al sont particulieres. En effet, la majorite d'entre elles
produit un pigment brun rouge qui apparait a 15 °C et persiste chez certaines souches a 30 °C. Avant de
tenter une explication de ce phénoméne, il convient de considérer 'héte d'origine de la tétrade : la
Moutarde brune. Nous montrons dans les chapitres précedents que cette espéce sélectionne
exclusivement les souches diffusant des pigments (groupe B). La capacité a s'adapter a la résistance de

la Moutarde brune et 4 v accomplir son cycle biologique serait-elle associée a la production de pigments
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in vitro? En 'état actuel de nos connaissances sur ce pathosystéme, il est difficile de répondre par
laffirmative. Toutefois, nous faisons remarquer que certaines souches isolées de la lignde MX
produisent également de maniére inconstante ce pigment brun-rouge alors que les souches de référence
du groupe A n'en produisent pas. Balesdent er a/. (1992} signalent également la production de ce type de
pigment chez une souche 1solée de débns de Colza provenant de Le Rheu. De méme M. L. Pilet (comm.
pers.) obtient & partir du Colza des souches du groupe A produisant le pigment brun rouge. 1l est
possible que ce type de souches, présent en faible proportion sur le Colza, provienne des essais conduits

a 'INRA-Le Rhen sur les génotypes portant la résistance d'origine moutarde brune.

Contrairement a la tétrade B1, des différences significatives d'agressivité entre certaines souches
de I'asque Al sont révélées sur les deux lignées de recombinaison et les deux cultivars de Colza. 1l
apparait alors que les souches issues d'un méme asque peuvent varier fortement pour leur pouvoir
pathogene sur les lignées. L'avirulence de la tétrade Al sur son héte d'ongine confirme une fois de plus
la résistance de type hypersensible de la moutarde brune vis-a-vis de ce groupe de souches. Ce résultat
appelle les hyvpothéses suivantes :

% aprés une colonisation post-récolte de la tige du cv. Picra, des souches non agressives
auraient accompli leur cycle sexuel donnant des perithéces matures au champ,

% les souches bien que non agressives auraient colonisé les tissus de la tige et auraient

développé les périthéces sur le résidu au cours de l'automne.

Les caractéristiques culturales ¢t pathogéniques de la tétrade Al demandent des investigations
plus approfondies des populations du groupe A isolées de la Moutarde brune en vue de démontrer 'effet

éventuel de la résistance de cette espéce sur la diffusion de pigments chez ce groupe.
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CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE

Dans un premier temps, les croisements réalisés au laboratoire en utilisant la tétrade du groupe
B ont permis de démontrer pour la premicre fois, I'hétérothaliisme bipolaire chez ce groupe de souches
et de confirmer le mécanisme génétique de la reproduction sexuée chez le groupe A. Nous avons mis au
point un protocole permettant la production des périthéces aussi bien chez le groupe A que chez le
groupe B. Les premuéres tentatives de croiser les souches du groupe A avec les souches du groupe B ont
ét¢ infructucuses et suggéreraient que les deux groupes constituent deux entités biologiques

sexuellement isoiées.

Dans un second temps, afin d'évaluer la variabiité¢ a l'intérieur d'une tétrade, les analyses
€lectrophorétiques. culturales et biclogiques ont ¢té réalisées avec les deux tétrades. Les zymogrammes
d'isoestérases montrent un polymorphisme plus important chez la tétrade Bl (deux profils tvpes sont
observés) que chez la tétrade Al {un seul profil). Pour la tétrade B1, il apparait alors qu'un géne avec
au moins deux aliéles contrdle les deux profils types d'isoestérases observés. Nos résultats montrent que
ce gene est indépendant de celur gouvernant le signe de compatibilit€. L'analyse simultanée de ces deux

marqueurs a permis d'identifier les ascospores jumelles dans certaines tétrades du groupe B.

La caractérisation du pouvoir pathogéne des huit souches d'origine monoascale permet de
mettre en évidence

% un continuum d'agressivité des souches de l'asque Bl sur chaque génotvpe testé avec
toutefois de légéres variations sur la lignée MXS, le cv. Samourai et le cv. Picra. Ces différences
quantitatives rendent impossibles I'dentification des paires de souches jumelles.

% des différences de pouvoir pathogéne significatives dans la tétrade Al. Les miveaux
d'agressivité similaires des deux souches Al-5 et Al-7, quels que soit la lignée ou le cultivar testé,
semblent indiquer un support nucléaire du pouvoir pathogene chez c¢ groupe de souches.

L'analyse des caracténstiques culturales des tétrades des groupes A et B révéle que les souches
issues d’un méme asque sont trés hétérogénes. Les caractéres culturaux des souches de l'asque Bl
permettraient de distinguer les mémes souches jumelles identifiées par ailleurs par les profils
d'isoestérases. Pour les deux tétrades analysées, l'absence de marqueurs permettant la distinction des
quatre paires de génotypes jumeaux nécessite l'analyse d'autres tétrades et l'optimisation des critéres

utilisés.
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L'intérét des analyses de diversite des populatons d'agents pathogénes est d'autant plus
grand quand les résultats de ces analyses peuvent étre reliés a des facteurs d'importance agronomique
. augmentation de la gravité de Ia maladie et/ou baisse de rendement par exemple.

Les populations de L. maculans isolées de la lignée de recombinaison Colza-Moutarde brune
MX présentent une grande diversité. De plus, le pouvoir pathogéne des souches s'accroit sur cetie
lignée, au stade cotylédonaire, sous l'effet de la pression de sélection exercée par la résistance
d'origine moutarde brune sur les populations naturelles du champignon {Chapitre 1).

Dans l'abjectif de connaitre l'impact de la variabilité phénotvpique observée chez !'agent
pathogéne sur ['importance des symptémes induits a différents stades des plantes, des
expérimentations sont réalisées en serre et au champ respectivement vis-a-vis de souches

caractérisées et de populations naturelles de L. maculans.
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Les méthodes de sélection du Colza pour la résistance a la Nécrose du collet au champ utilisées
actuellement, reposent en partie sur le test cotylédonaire en conditions controlées. Si ce test miniaturisé
permet la prospection de nouvelles sources de résistance (Williams et Delwiche, 1979; Sjédin et
Glumelius, 1988), sa fiabilité pour la sélection de résistance efficace au champ est controversée. De
nombreux travaux ont en effet montré de faibles corrélations entre la réaction au stade jeunes plantes et
celle observée au champ en conditions d'infestation naturelles (Alabouvette et al., 1974, Cargeeg et
Thurling, 1980, Newman et Bailey, 1987; Gugel er al, 1990), certains auteurs préconisent donc
P'évaluation de Ia résistance a 'aide de tests plus tardifs et\ou au champ (Gugel ef af., 1990; Salisbury et
Ballinger, 1993). Par contre, d'autres auteurs observent une corrélation positive des réactions vaniétales
en conditions contrdlées et au champ (Cargeeg et Thurling, 1979; Newman et Bailey, 1987, Bansal et
al., 1994). Compte tenu du fait que les conditions expérimentales et le matériel biologique (types de
résistance, structure des populations au champ...) sont le plus souvent trés différents, les résultats ainsi
rapportés ne peuvent étre considérés qu'avec réserves.

En conditions contrdlées, Salisbury et Ballinger (1993) ne mettent pas en évidence de relations
entre la résistance des plantes aux stades cotylédonaire et adulte vis-a-vis de différentes souches. lls
soulignent {'extréme complexité des interactions L. maculans-Cruciféres en décrivant tous les cas de
figure d'interactions souche-stade, avec en particulier des souches agressives sur les cotylédons qui ne le

sont pas au stade adulte et vice versa.

Nous avons montré que la majorité des souches qui composent les populations isolées de la
lignée de recombinaison Colza-Moutarde brune MX présente une agressivité importante sur les
cotylédons de cette lignée, il est donc important d'évaluer leur agressivité sur les différents organes de la
plante. En utilisant des souches bien caractérisées, en particulier pour leur pathogénie au stade
cotylédonaire, cette étude pourrait nous aider a déterminer si la réaction des différents organes en
serre est corrélée a celle observée sur les cotylédons en chambres climatisées. Elle devrait également
permettre de préciser et de comparer les divers types de symptomes provoqués par les souches des
groupes A et B de L. maculans sur les différents organes.

Nous nous sommes par ailleurs attaché & étudier Vefficacité de la résistance a la Nécrose du
collet de plusieurs lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune en conditions d'infestation semi-
naturelles au champ. Cette étude. conduite pendant deux campagnes de culture (1993-94 et 1994-95),
a pour objectif d'évaluer la durabilité potentielle de cette nouvelle source de résistance face G des
populations naturelles de L. maculans sélectionnées sur ces lignées et dont les résidus de culture ont

servi d'inoculum.



Figure 53 : Types de symptomes causés par les souches du groupe A (a) et du groupe
B (b) sur les cotylédons.

Figure 54 : Types de symptomes causés par les souches du groupe A et du groupe B
sur les feuilles.

sroupe B

Figure 55 : Types de symptomes causés par les souches du groupe A et du groupe B (Photos : I. Somda).
sur les tiges.
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Chapitre 1 : CARACTERISATION DE LA RESISTANCE DE DEUX
LIGNEES DE RECOMBINAISON COLZA-MOUTARDE BRUNE, EN
SERRE

I-INTRODUCTION

Les expérimentations conduites en serre, ont pour but de caractériser la résistance de deux
lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune vis-a-vis de quelques souches des groupes A et B de L.
maculans, comparativement a des coltivars de Colza et de Moutarde brune. Etant donné que les deux
groupes de souches peuvent co-exister sur la méme plante, il nous a paru intéressant d évaluer le role de
chaque groupe, inoculé séparément ot en association, dans la mamfestation des svmptémes sur Ics
différents organes végéiatifs de la plante. Cette étude devrait également permettre de préciser les
différents types de svmptomes provoqués par les groupes A et B sur les différents organes des cultivars

de Colza.

Le matériel biologique et la méthodologie d'étude figurent dans la partie Matéricl ¢t Méthodes
(pages 38 4 40).

[I-RESULTATS

Le nivcau de résistance de deux lignées dc recombinaison Colza-Moutarde brune (MX et
MXS), de deux cultivars de Colza (Samourai et Westar) et d'un culuvar dc Moutarde brune (Picra) est
testé vis-a-vis de deux souches ct un isolat du groupe A, de trois souches et un isolat du groupe B et de
différentes combinaisons de mélanges de souches.

a) Evaluation de la résistance au stade cotyvlédonaire

Les deux groupes de souchcs A et B induisent des symptémes quasiment 1dentiques sur les

cotvlédons (Fig. 53).
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1)Vis-a-vis des souches du groupe A.

© Inoculées individuellement

Les lignées MX et MXS inoculées avec les trois souches du groupe A manifestent des indices
de maladie sur les cotvlédons variant de 2,93 a 6,88 (Fig. 56a) Les deux lignées sont plus résistantes
aux souches MXI-13 et A942 qu'a I'isolat MXC1. La résistance du cv. Picra s'cxpnme par une
réaction de type hypersensible vis-a-vis des deux souches et de I'isolat. Les cvs. Samourai et Westar
sont sensibles quelle que sort la souche testée. La lignée MXS est plus sensible a 1'isolat MXC1 que la

lignée MX et les cvs. Samourai et Westar,

# Inoculées en mélange

Les génotypes différent significativement pour leur sensibilité au mélange des trois souches du
groupe A (Fig. 56a). Le cv. Picra est résistant. les deux lignées sont movennement resistantes ¢t les cvs.
Samourai et Westar sont sensibles. Les lignées MX et MXS présentent un comportement intermediaire

vis-2-vis du mélange comparativement a !isolat le plus agressif sur les deux lignées.

2) Vis-a-vis des souches du groupe B

@ Inoculées individucllement

Les lignées MX et MXS sont sensibles a toutes les souches et a l'isolat (Fig. 36b). Toutefois.
quclle que soit la souche testée. la lignée MX est plus sensible que la lignée MXS. Les ¢vs. Samourai.

Westar ct Picra varient significativeiment pour leur sensibilité aux souches du groupe B.

@ Inoculées en mélange

Les indices de maladie varnient de 3.91 a 8.3 (Fig. 56b). Le classement des génotypes montre
trois groupes statistiqguement distinets. Le cv. Samourai est le plus sensible alors que la lignee MXS se
montre trés résistante. La lignée MX, le cv. Westar et le cv. Picra forment un groupe homogéne de
sensibilité movenne. Les différents génotvpes s'averent plus résistants au mélange de souches qu'a

certaines souches inoculées individuellement. En particulier, la lignéde MXS est la moins sensible.

3} Vis-G-vis du mélange de sauches des groupes (A - BJ.

Les lignée MX et MXS8 sc comportent de maniére similaire vis-a-vis du mélange des souches du
groupe A et du mélange des souches des groupes (A + B) (Fig. 36b. Annexe 14). Le cv. Picra s¢ revéle
plus sensible au melange des scuches des groupes (A + B) qu'a celui des scuches du groupe A Les cvs.

Samourai et Westar sont scnsibles & tous les mélanges.
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b) Evaluation de la résistance des feuilles

Les groupes A ct B sont capables de provoquer des symptdmes foliaires (Fig. 54). Les macules
indwmites par certaines soches du groupe A (Fig. 54a) se distinguent de cclles causées par le groupe B

(Fig. 54b) par la fortc chlorose (groupe B) et fa production abondante de pyenides (groupe A).

1} Vis-a-vis de chaque souche du groupe 4 et de leur mélange

Les cing geénotypes testés varent pour leur réaction fohaire a I'inoculation par chacune
des souches du groupe A (Fig. 37a). Les deux lignées sont trés résistantes aux souches MX1-13 et
A9472 et mais sont movennement résistantes a l'isolat MXCI1. Le cv. Picra ct les cultivars de Colza sont
respectivement rcsisianis et sensibles a l'ensemble des souches. Le comportement des différents
genotypes vis-a-vis du mélange de souches est similaire a celut observé avee chacune des souches

inoculées individucllement sauf pour le cv. Westar qui se montre trés sensible avec un IM = 4,

2) Vis-g-vis de chaque souche du groupe B et de leur mélange

Comparativement aux souches du groupe A, le mveau de maladie cause par le groupe B est trés
faible sur les feuilles (Fig. 537b). A l'exception de la souche P3-1 sur le cv. Westar. la gravité des
svmptomes foliaires ne dépassent guére un IM = 2. Les lignees, le ¢v. Picra. le ev. Samourai et dans unc

certaine mesure ic cv. Westar sont résistants a chaque souche ef 4 leur mélange.

3} Vis-a-vis du mélange des souches des groupes (4 — B}

Les lignées et le cv. Picra possédent une bonne résistance feliaire 4 tous les melanges d
souches et les indices de maladie induits par ces mélanges ne sont pas sigmficativement différents lcs
uns des antres sur ces génotvpes (Fig. 57b. Annexe 13). Cependant, les cvs. Samourai et Westar sont

plus sensibles au mélange des souches du groupe A qu'a celui des souches (A +B).

c) Evaluation de la résistance des tiges

Le groupc A provoque i la base des tiges des svmptémes externes qui se distinguent par la
dégradation des tissus du cortex. Des Iésions chancreuses d'aspect liggeux. quelquefois profondes. sont
abservées sur les génotvpes senstbles. Dans certains cas des pvenides sont présentes. A l'opposé. les

svmptomes induits par le groupe B sc caractérisent par un noircissement plus ou moins ntense de la
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moelle de la tige. Dans certains cas, les tissus ligneux peuvent présenter des noircissements sans
dégradation liégeuse (Fig. 55).

Le groupe A et le groupe B induisant des symptomes différents sur les tiges. la réaction des
genotypes vis-a-vis du mélange des souches A et des souches B est évaluée simultanément suivant deux

¢chelles différentes (Annexes 3 et 3b).

1) Des génotypes de rype printemps

©® Vis-a-vis des souches du groupe A

Les indices de maladie (IM) causés par les souches du groupe A sur les tiges des génotvpes de
printemps varient de 2,3 (résistance) a 5,8 (sensibilité) (Fig. 58a). La lignéc MX. sensible a lisolat
MXC1 (IM=4,35) montrc une forte résistance aux souches MX13 (IM=2.79) et A942 (IM=2.3). Lc cv.
Westar cst fortement sensible a I'cnsemble des souches du groupes A alors que Ic ¢v. Picra s'avére

movenncment sensible.

& Vis-i-vis des mélanpes des souches du eroupe A et des groupes (A+B)

Tous les génotypes sont sensibles au mélange des souches du groupe A (3.435IM234) (Fig
5Ba). La lignée MX et le cv. Picra ont un comportement intermédiaire comparativement aux souches
inoculées individuellement. Les génotypes different significativement entre eux guand 1ls sont inocules

avec le mélange de souches des groupes (A + B) et lenr résistance est accrue,

& Vis-a-vis des souches du groupe B et de Jeur mélange

Les differences significatives dans le classement des génotypes soulignent l'existence de legéres
variations de leur niveau de resistance a certames souches du groupe B (Fig. 38b). L'indice de maladic
lc plus gleve (IM=3.6) est obtenu sur le cv. Picra confronté a l'isolat B867. D'une maniere geéncrale. la
lignée MX est résistante a I'ensemble des souches du groupe B ainsi qu'an melange des souches du

groupes B,

© Vis-a-vis du mélange des souches des groupes (A + B)

La résistance de certains génotypes peut étre plus élevée vis-a-vis du mclange associant les
souches des groupes (A + B) que vis-a-vis du mélange des souches du groupe A ou du mélange des
souches du groupe B (Annexe 16). Par exemple, sur la hignée MX ct le cv. Westar. la gravite des
svmptomes induits par le mélange des souches des groupes (A + B) est trés fortement atténuée

comparativement aux symptonies causés par les souches du groupe A.
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2) Des génonvpes de type hiver

@ Vis-a-vis des souches du groupe A et des mélanges de souches

La lignée MXS et le cv. Samourai sont plus sensibles aux souches du groupe A et a leur
mélange (Fig. 59a) qu'aux souches du groupe B (Fig. 39b}. Les deux génotvpes différent légérement par
rapport a leur réaction a certaines souches du groupe B.

Le melange des souches du groupe A et le mélange des souches du groupe B sont
respectivement agressifs ¢t moyennement agressifs sur la lignée MXS et le cultivar Samourai (Annexe
17). Lorsque les deux groupes de souches sont associés, deux cas de figure sont possibles :

-I'¢valuation de la maladie effectuée suivant l'échelle appliquée au groupe A révéle que la
maladie est moins importante sur la lignée MXS que sur le ¢v. Samourai.

-une situation inverse est observée si l'on s'intéressc au type de symptdmes provoqué par le
groupe B {notation suivant 1'échelle appliquée au groupe B) : ia hignée MXS s'avere plus sensible que le

cv. Samouraj.

Il ressort de cette analyse que les deux types de symptomes sont induits par le mélange des
souches des groupes (A + B) sur la lignée MXS et le cv. Samourai. Les différences significatives
observées entre les mélanges A et {A+B) sur la lignéde MXS d'une part. et entre le melange B et (A+B)
sur le cv. Samourai d'autre part, pourraient €tre le résultat de la compétition entre les souches des deux

groupces dans le mélange.

d} Conclusion

Vis-a-vis des souches du groupe A, la résistance des ligndes MX et MXS et du ¢v. Picra au
stade cotvlédonaire st également observée sur les feuilles. A l'inverse, les cultivars de Colza
manifcstent une forte senmbilité des cotyiédons et des feuilles. Si la réaction des organcs foliaircs montre
unc corréiation avee cclle des tiges chez le Colza, il n'en est pas de méme pour la Moutarde brune. Ce
génotyvpe présente une bonne résistance foliaire mais est movennement sensible aux attaques sur les
tiges. Chez la hgnée MX, une bonne corrélation pour la réaction des différents organes est mise en
évidence, ce qui n'est pas le cas pour la lignée MXS. Par contre. la sensibilité au niveau des tiges de la
lignée MXS contraste avec la résistance des cotyviédons et des feutlles.

Pour les souches du groupe B, tous ies génotypes sont sensibles au stade cotvlédonaire et
résistants au stade foliaire. Des variations mineurcs sont cependant observées sur les tiges des différents

génotypes - les evs, Picra et Samourai sont les plus sensibles & ce groupe de souches.
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II-DISCUSSION

Disposer d'une meéthode d'évatuation de la résistance qui soit efficace et reproductible constitue
un prealable a la sélection pour la résistance a la Nécrose du coblet. Celle-ci sera d'autant plus utile

qu'etle permettra a la plante d'exprimer tous ses mécanismes de défense.

EFFET DU GROUPE DE SOUCHES SUR L'EXPRESSION DE LA MALADIE

Les résultats obtenus en serre montrent que les deux groupes de souches sont capables dc
causer des symptémes plus ou moins importants sur les différents organes des lignées de recombinaison
Colza-Moutarde brune, des cuitivars de Colza et de Moutarde brune.

Cependant, les souches des groupes A et B différent par le type de svmptémes induits et par
leur agressivité sur les différents organes analvsés. Contrairement aux souches duv groupe A. les
symptomes foliaires provoqués par les souches du groupe B sur les génotvpes sensibles présentent trés
peu cu pas de pyvenides et sc caractérisent par une marge réguliére. Ces résultats sont en accord avee la
description de Johnson et Lewis (1994). Cependant, la variabilité de la réponse des geénotypes aux
attaques des groupes A ct B entraine des difficulics dans la distinction entre les deux types de
symptomes.

La description des symptémes causés sur les tiges par les souches de L. maculans sonlignent
l'existence d'une certainc specialisation des deux groupes de souches dans la manifestation de la
maladie. Dec plus, notre méthode d'inoculation montre que la nécrose du collet et les ssmptémies de
noircissement de la moelle peuvent résulter de la penétration du champignon & travers des blessures qui.
au champ. pourraient sc réahscr par lintermédiaire des msectes (Newman, 1984) ou par des
microblessures causées par des variations brusques de température et/ou par des vents forts. Les
dégradations de la moelle sont moins visibles et moms spectaculaires que les lésions chancreuses du
collet st bien que leur umportance est géenéralement sous-estimée dans les etudes réalisées au champ
{Jonhson et Lewis, 1994}, It convient alors de prendre en compte les différents types de symptomes
foliaires et caulinaires provoqués par les deux groupes de souches si l'on veut évaluer cfficacement la

résistance des génotypes vis-a -vis des populations de L. maculans.

EFFET DES DIFFERENTS ORGANES DE LA PLANTE SUR L'EXPRESSION DE LA
RESISTANCE

La manifestation de la Nécrose du collet et l'importance des dégats causcs par cettc maladie
sont tributaircs en partie du niveau de résistance des organes d'accucil. En effet. I'épidémie démarre a

partir des organes foliaircs (Hammond er a/.. 1985) qui deviennent les sites dc multiplication de
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Finoculum secondaire. De ce fait, la résistance foliaire est une composante essenticlle de la résistance
globale de la plante de Colza dans la mesurc ot elle contribuerait a restreindre V'efficacité des infections
(Mithen e a/ . 1987), la restriction du développement des lésions et de la phase systémique dans la tige
(Hammond et Lewis, 1987 ab).

Nos résultats montrent que l'intensité de fa maladie sur un génotvpe donné dépend de l'organe

concerné et du groupe de souches.

Sur les cotylédons, les lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune et la Moutarde brune
sont résistantes aux souches du groupe A alors que le Colza est sensible. Le spectre de virulence des
souches du groupe B est plus important lorsque T'tnoculation a licu sur les cotvlédons : les hignées, le
Colza et la Moutarde brune sont sensibles aux souches du groupe B. La gravité des attaques sur les
cotylédons est toutefois plus importante en chambres climatisées qu'en serre. Cette différence pourrait
étre liée aux condittons environnementales. En effet, les taux d'humidité relative (Lacoste er a/.. 1969) et

fes températures (Badawy er a/., 1992) interviennet sur l'expression de la maladie.

Sur les feuilles, la gravité des attaques dues avx souches du groupe A est variable suivant les
genotypes avec toutefols un niveau de maladie plus faible gue sur les cotvlédons. Les génotvpes portant
la résistance d'origine Moutarde brune sont généralement moins attaques que le Colza. Les souches du
groupe B manifestent une trés faible agressivité sur Jes feuilles quel que soit le génotvpe testé Les
cotvledons pourraient donc constituer un support nutritif pius favorable a la croissance et a la
fructification du champignon que les feuilles. Les mécanismes de résistance sont cncore mal ¢lucidés.
Aprés la pénétration dans les tissus foliaires, le champignon pourrait étre restreint dans sa progression
sur les génotypes résistants (Hammond er af.. 1985). Mithen er a/.. (1987) montrent une bonne
corrélation entre le taux de glucostnolates et la taille des macules foliaires chez des especes voisines du
Colza (8. oleracea et B. rapa). Sur ces espeéces, les lésions localisées sont associées a une forte
accumulation de glucosinolates alkénvlés alors que les lésions plus importantes se caractérisent par une
faible presence de ces composés. Par ailleurs, la formation de composés fongitoxiques synthétises de
novo (les phntoalexines) dans les tissus cotylédonaires et foliaires ¢n réponsc a une €hcitation d'ordre
parasitairc ou abiotique a été mise en évidence par Rouxel ef a/. (1991) chez des lignées de Colza avant
introgressé un geéne de résistance de la Moutarde brune.

La gravite des attaques cotyvlédonaires causées par les souches du groupe A est correlée a
I'importance des dégats provoqués sur les feuilles. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par
Bansal er o/, (1994) qui observent une bonne corrélation entre la réaction des cotviédons et des feuilles
en évaluant la résistance de hignées haploides doublés de Colza vis-a-vis de huit souches canadienncs du

groups A
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Figure 60 Comparaison du pouvorr pathogéne de quelques souches du groupe A - 7 -
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La réaction des tiges 2 I'inoculation par les souches du groupe A donne des résultats variables
en fonction des genotypes. La résistance intermeédiaire de la lignée MX aux deux premiers stades ainsi
que la sensibilit¢ des cultivars de Colza, sont corrélés a la réponse des tiges. Cette bonne corrélation de
la réaction des différents organes est également obtenue sur le Colza par Kutcher er o/ (1993). La
sensibilité des tiges de la Moutarde brune au groupe A rejoignent les résultats obtenus par Salisbury et
Ballinger (1993} avec deux culitvars de B. juncea. Ces auteurs mettent en évidence qu'une souche du
groupe A, non agressive sur les cotylédons, est pathogéne sur les tiges.

Une grande sensibilité des tiges de Ja Moutarde brune vis-a-vis des souches du groupc B est
observée dans nos conditions. Johnson et Lewis (1994) obtiennent les mémes tvpes de symptdmes et
montrent que B juncea et B. carinata sont les especes de Moutardes les plus sensibles 4 ce groupe de
souches au stade cotvlédonaire. La sensibiliteé de la Moutarde brunc aux attaques de 1a tige par les
souches du groupe B est en accord avec les résultats rapportés dans le chapitre 1 de la premiére partic

concernant les populations isolées de cv. Picra (p. 44-54).

EFFET DU FOND GENETIQUE ET DU GENE DE RESISTANCE SUR L'EXPRESSION DE LA
RESISTANCE

Au stade cotvledonaire, 1] semble, en comparant le pouvolr pathogéne de I'enserible des souches
sur le couple MX et Picra (p =0.91) ot le couple MX et MXS (p=0.73). que lc fond génctiqgue Moutarde
(Fig. 60a) et [c fond génétique Colza (Fig. 60c) interviennent peu sur l'expression du gene de résistance,
Par contre. l'effet du geéne dans un méme fond génétique Colza {cv. Samourai) est important (p=0.32),

certaines souches sont en eftet plus agressives sur le cv. Samourai que sur la lignée MXS (Fig. 60b).

EFFET DES MELANGES DE SOUCHES SUR L'EXPRESSION DE LA RESISTANCE

En conditions maturclles. la situation la plus commune est la contamination des différents
organcs de la plante par des ascospores ou des pycniospores de plusievrs souches du groupe A et/ou du

groupe B.

Les résultats obtenus avec le mélange de deux souches et un 1solat du groupe A concordent quel
que soit I'organc testé. Le mélange permet de distinguer nettement les différents niveaux de résistance
des genotypes. De plus, comparativement aux souches inoculées individuellement, nous montrons un
effet de synergie entre les souches dans lc mélange Dans certains cas. sur les cotvlédons et les tiges. le
niveau d'agressivité du mélange correspond a une valeur supérieure a l'agressivite de certaines souches
inocui¢es individueliement. Un paralléle peut étre fait avec un résultat sumilaire obtenu chez le Mildiou

dc la vigne di a Plasmopara viticola. Li er al. (1986) montrent que le pouvolr pathogéne d'un mélange
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de clones différents utilisé en infection artificielle est supéricure & celui des clones utilisés séparément.
Sclon les auteurs, cette synergie peut s'expliquer par une complémentarité de codage génétique entre des
novaux différents. Nos résultats indiquent I'intérét du mélange de souches différant par leur niveau
d’agressivité pour une évaluation efficace de la résistance a la Nécrose du collet. La méme

conclusion peut étre retenue pour le mélange des souches du groupe B.

L'inoculation du mélange des deux groupes de souches met en évidence un effet de compétition
entre souches conduisant a la baissc importante du niveau d'agressivité sur certains génotypes par
rapport au melange A sur les feuilles et les tiges. Mahukv et al. cités par Thiirwachter er /. {1993). en
inoculant successivement des feuilles de Colza avee une souche du groupe B puis avec une souche du
groupc A, montrent une réduction de la gravité de la maladie provoquée par la souche du groupe A. Nos
travaux montrent ¢galement gue l'inoculation du mélange des deux groupes de souches permet
d'obscrver des symptomes typiques de chaque groupe sur les tiges, cependant leur gravité est
genéralement amoindric par rapport a chaque souche prisc séparément. Le mélange de souches du

groupe A et du groupe B ne serait pas a préconiser pour la sélection.

Enfin, nos travaux soulignent toute la complexité de 1'évaluation des symptdmes sur la tige
lorsque les plantes sont contaminées a la fois par des souches du goupe A et par des souches du

groupe B, ce qui correspond, sans doute le plus souvent, au cas des plantes au champ.
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Chapitre 2 : CARACTERISATION DE LA RESISTANCE DE
LIGNEES DE RECOMBINAISON COLZA-MOUTARDE BRUNE, AU
CHAMP

_

I-INTRODUCTION

L'utilisation de souches caractérisées pour évaluer la résistance de génotvpes de Colza vis-a-
vis de L. maculans, bien que pouvant présenter des avantages indéniables pour la sélection, ne refléte
pas la situation complexe qui se produit dans les populations naturelles du champignon. De plus, les
conditions contrélées favorables au développement de la maladie, en chambre climatisée ou en serre,
peuvent 1nfluer sur la physiologie de la plante et modifier ses réactions, comparativement a ce
qu'clles seralent dans les conditions environnementales trés différentes rencontrées au champ. La
caractérisation de la résistance au champ est donc toujours une étape indispensable. Notre objectif
consistant a étudicr la durabilité potentielle des lignées de recombinaison Colza-Moutarde brunce,
nous nous sommes donc placé dans des conditions d'inoculum naturel mais plus ou motns structurd
par la résistance d'origine Moutarde brune. En effet, le dispositif expérimental que nous avons
adopté {Annexe 1} permet de simuler le contexte parasitaire que pourrait creer la culture répétee de

cette nouvelle source de résistance.
II-MATERIELS ET METHODES

Le matérniel végétal utilise est déent dans le tableau 7. Deux expérimentations ont ét¢
cffectuges (1993-1994 et 1994-19935) dont le principe et la conduite des essais sont expliqués dans
la partie Matériels ct Méthodes (p. 41-43).

Ne disposant pas des parents de la lignée MX, nous avons utilis¢ comme culuvars de
référence le cv. Samoural comme Colza d’hiver sensible et le cv. Picra pour la Moutarde brunc. En
deuxiéme année. nous avons disposé d'une lignée de recombinaison Colza-Moutarde brune de tvpe

hiver MXS dont les parents sont la lignée MX et le cv. Samourai (Fig. 11).

En 1993-1994_ la présence de macules foliaires a ét€ notée sur trois génotypes. le 23 mars
1994 Le nombre de feuilles malades par plante. ¢’est-a-dire les feuilles portant an moins une
macule, a ¢1¢ obtenu sur 30 plantes par répétition et quatre répétitions par génotvpe. Quinze jours

avant la récolte. la notation de la nécrose du collet a porté sur I'ensemble des génotypes nus en place
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Tableau 29 : Indices moyens de nécrose du collet de lignées de
recombinaison Colza-Moutarde brune (MX. LR1 et LR3)
comparativement 2 quelques cultivars de Colza et un cultivar de
Moutarde brunc (cv. Picra) cultivés au champ en 1993-1994

Indice moyen de  Groupes homogénes de

Génotypes nécrose du collet Newman & Keuls (5%)
¢v. Shogun 6.34 A

cv. Samourai 4,29 B

cv. Falcon 3.31 B

cv. Dammer 2,07 C
Lignée MX 1,08 C D
Lignée LR3 0.6 C D
Lignée LR1 0,52 C D
cv. Picra 0,24 D
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au champ, a raison de 30 plantes par répétition et de quatre répétitions par génotvpe (cf. Matériels ct
Méthodes, p. 41-42).

INII-RESULTATS

a) Campagne 1993-1994

Cettc campagne a été marquée par une pluviométric faible au moment de FPapport des
residus de tiges contaminées, durant le mois de novembre. Ensuite, toute la période de décembre a
mars est caractérisée par une pluviemétrie relativement abondante (Fig. 15b). Les températures tres

basses au moment de 1'inoculation (6°C) se sont radoucies a la reprisc dc végétation.

1) Evaluartion de la résisiance des feuilles.

Quatre mois apres | inoculation, toutes les plantes du cv. Samourai portent des macules. La
lignée MX presente 51 % de plantes malades et le cv. Picra seulement 183 % (Fig. 61).

Pour le ev. Samoural. lc nombre de feuilles malades par plante contaminée varie de deux 2
six. La lignée MX se caractérise par un nombre de feuilles malades par plante ne dépasssant pas
trois feuilles. Chez le cv. Picra. ce nombre se limite 4 une feuille malade par plante.

Des différences sont également observécs dans le nombre moven de macules par feuille
malade qui varie d'une macule pour le ¢v. Picra, une a deux pour la lignée MX a plus de dix pour e

cv. Samourai (résultats non présentés).

2 Evaluation de la résistance a la necrose du collet

La comparaison des indices movens de nécroses du collet de I'ensemble des génctvpes
etudiés au champ (Tableau 29). distingue trots groupes de genotvpes cn fonction de leur niveau de
résistance

- Le génotype trés sensible : cv. Shogun,

- Les génotypes movennement sensibles | ¢v. Samourai et cv. Falcon

- Les génotypes résistants © cv. Darmor, les lignées MX. LR1. LR3 et le ¢v. Picra.

La distribution des plantes dans les classes d'intensité de maladie (Fig. 62) montre que les
plantes du ¢v. Samourai sont représentées dans toutes les classes et qu'une proportion importante de
plantes sont fortement nécrosées, démontrant la sensibilité de ce génotvpe. Les plantes de la lignée

MX sont séches av moment du prelévement du fait de la précocité de ce génotype. mais presentent
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tres peu de necrose. Des noircissements intenses du collet et du pivot, 4 partir desquels des
1solements de L. maculans ont été réalisés, sont cependant observés. Bicn que la majorit¢ des plantes
du cv. Picra soient saines, quelques rares plantes peuvent présenter des nécroses typigues pouvant

aller jusqu'a la note 4.

3) Conclusion

Les lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune et la Moutarde brune présentent une
trés grande resistance ausst bien aux attaques foliaires qu'a la nécrose du collet. comparativement
aux cultivars de Colza. Toutefois, elles nc sont pas indemnes de symptémes dans ce contexte
parasitaire ou les populations de /.. macuians sont majoritairement séiectionnées par le Colza. Les

deux criteres d'évajuation de la résistance utilisés sont corrélés.

b) Campagne 1994-1993

Cette année a ¢t¢ marquéce par une pluviometrie abondante apres ) apport des résidus de
culture contaminés provenant de l'essai précédant. Ces conditions. associées a des températures plus
élevées (moavenne de 12 °C cn novembre). ont été particuliérement favorables a 'établissement de la
maladie. Les premiers sympidmes sont observés deux semaines aprés |'épandage des résidus
contamings.

Afin de repérer centaines phases de ['épidémie pouvant apporter des informations
intéressantes sur son déroulement sur les différents génotvpes etudiés, nous avons cherché. en 1994-
1995, a analyser 1'evolution de la maladie aussi bien sur les feuilles gue sur le collet par des
notations répétees au cours du temps.

Le suivi épidémiologique des symptomes foliaires et du collet a porte sur les hignées MX et
MXS et les cv. Picra et Samourai. Le cv. Westar n'est pris en compte gu'a la dernicre date de
notation des macules et de la necrose du collet. Les effectifs de plantes observées pour les
svmptémes fohaires varient en fonction des dates de notations. La premiere notation réalisée lc
22/11/1994 poric sur 120 plantes par génotype, la deuxieme notation (5/01/1993) concerne 30

plantes par génotypes et la derniére notation (14/02/19935) est effectuée sur 90 plantes par génotvpe.

1) Evaluation de la vésistance des feuilles

Des le 22/11/1994, le cv. Samourai se distingue par un pourcentage ¢levé de plantes malades

(42.3 %). avec un nombre maximal de quatre feuilles malades par planic (Fig. 63a). Par contre. les
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Figure 64 : Nombre moven de macules par feuille malade, au champ. sur dcux lignées de
recombinaison Colza-Moutarde brune (MX et MXS), sur le cv. Picra (Moutarde brune), un cultivar
de Colza d'hiver Samourai et un cultivar de Colza de printemps Westar. La notation a été effectuée
ie 14.02.95.
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lignées MX ct MXS présentent un trés faible nombre de plantes malades. respectivement 3.8 % et
2,5 % avec seulement une feuille malade par plante. Toutes les plantes du cv. Picra sont saines.

Une quarantaine de jours plus tard (5/01/1995), la maladie s'est fortement développée sur e
¢v. Samourai (96,7 % de plantes malades avec six feuilles malades sur certaines plantes) (Fig. 63b).
La maladie a également progresse sur les lignées MX et MXS qui ont a cette date respectivement 80
% et 81,5 % de plantes malades (avec un maximum de trois feuilles attaquées par plante pour MX ct
quatre feuilles attaquées par plante pour MXS). Les plantes du cv. Picra ne préscntent toujours
aucun symptome,

Le 14/02/95, 93,2 % des plantes du cv. Samourai portent dc une a huit feuilles matades (Fig.
63c). Le cultivar Westar a un comportement sensiblement voisin, avec 88,7 % de plantes malades
qui ont de une a sept feuilles avee des macules. Les lignées MX et MXS présentent respectivement
49.5 % et 74,5 % de plantes malades. Le nombre de feuilles malades par plante cst dentique 4 la
notation précédente. La chute des feuilles les plus dgées, fortement maculées, pourrait expliguer la

régression de la maladie sur la hgnée MX entre les deux derméres dates de notation.

Les cvs. Westar ¢t Samourai sont les plus attaqués avec en movenne respectivement 7.36 et
3.6 macules par feuille malade. La lignée MXS et le cv Picra ont en movenne moins de deux macules
par plante. La lignee MX sc situe entrc les cvs. Samourai et Picra avee en movenne 2.41 macules

par feuille malade (Fig. 64).

Conclusion : L'analyse des contaminations au champ montre que les génotypes varient pour
leur résistance foliaire. Le classement des génotyvpes en fonction de leur résistance est mamtenu au
cours du temps. L'é¢tude de la cinétique de I'épidémie basée sur le pourcentage de plantes malades et
le nombre de feuilles malades par plante a permis de montrer que 'épidémie évoluc plus lentement
sur les deux lignées (MX et MXS) que sur les cultivars de Colza. L'évaluation du nombre moven de
macules par feuille malade montre également un taux de réussite des infections plus faible sur les

lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune gue sur le Colza.

2) Evaluation de la résistance a la nécrose du collet

Nous avons cherché a étudier par des notations rapprochées (au nombre de six) l'evolution
de la maladie sur cing génotvpes a raison de quatre répétitions par génotype. Aux deux dernieres
dates de notation (16 et 27/ 06}. nous avons comparé les résultats que nous avons obtcnus dans nos
conditions expérimentales pour la ignée MXS et le cv. Samourai avec ccux obtenus sur ces mémes
génotypes dans un essai. ¢galement localis¢ au Rheu. dont Ja contamination a ¢te assurée par de

I'noculum constitué uniquement par des résidus de Colza. Les six premiéres notations sont realisees
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sur un effectif de 10 plantes par répetition et par genotype alors que 30 plantes par répétition et par

geénotype sont notees pour la derniére date.

Lors de la premuére notation (4/04/93}, des nécroses au collet sont chscrvées sur tous les
geénotypes (Fig. 65a). La lignée MX présente un indice de maladie (IM= 4,73} supérieur a celui du
cv. Samourai. De trés petites nécroses superficielles sont décélées sur le cv. Picra et des nécroses
légerement plus profondes (IM=2,45) se manifestent sur la lignée MXS, celles-ci ne sont pas
significativement différentes de celles observées sur le cv. Samourai. '

L'indice de maladie sur le cv. Samourai progresse d'un pomt tous les mois (Fig. 63).
paralléllement a l'augmentation réguliére de la température. Clest la lignée MX qui manifeste, et
conserve au cours du temps, la plus grande sensibilité. En juin, alors que la gravit¢ de la maladie
s'intensifie sur les lignées MX et MXS, le cv. Samourai manifeste unc sensibilité movenne (Fig. 63g)
et présente un indice de maladie du méme ordre de grandeur que cclui qui lui est géndralement
attribug. Le cv. Samourai et la lignée MXS se montrent sensibles dans nos conditions de populations
structurées par la résistance de la Moutarde brune mais présentent un mveau de maladie plus faible
lorsqu'ils sont confrontés aux populations structurées par le Colza (Fig. 63 f.g). Dans ce dernier cas.

la lignée MXS differe significativement du cv. Samourai.

L'évaluation de l'incidence de la nécrose du collet sur les huit génotypes étudiés (Fig. 63g)
permet de distinguer trois groupes :

- les génotypes sensibles : lignées MX et MXS | cv. Shogun et cv. Westar

- le génotvpe movennement sensible : cv. Samourai

- les génotypes résistants - cv. Picra, cv. Darmor et cv. Falcon.

Conclusion : Vis-a-vis des populations de L. macuians principalement structurées par la
résistance d'origine Moutarde brune, les lignées MXS et surtout MX ont un nivcau de sensibilité
voisin de celw du cv. Westar, cultivar de printemps trés sensible. Le cv. Picra sc comporte dc
maniére similaire au cv. Darmor.

L'influence de la structuration des populations de L. maculans. soit par le Colza soit par la
résistance d'origine Moutarde brune, sur la résistance de lignées de recombinaison Colza-Moutarde
brune est illustrée par le comportement de la lignée MXS comparativement au cv. Samourai. En
effet. dans le premier cas. la lignée MXS est significativement plus résistante que le cv. Samourat

alors que dans le deuxiéme cas elle ne l'est pas.
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¢) Analyse comparée des deux expérimentations au champ

L.a fréquence des plantes malades au niveau foliaire ne varie pas beaucoup entre les deux
annees d'experimentation (Fig. 66} et c'est le cv. Samourai qui manifeste la plus forte proportion de
plantes malades (93-100 %). Elle reste par contre trés faible sur le cv. Picra (13-18 %) et movenne a
forte (50-74 %) sur la lignée MX. Néanmoins, le nombre moyen de macules par feuille malade est
plus élevé la deuxaéme année sur les lignées resistantes et la Moutarde. Par ailleurs. si la gravité des
attaques au collet n'est également pas trés différente d'une année a l'autre pour les cultivars de Colza.

elle est par contre fortement augmentée sur la lignée MX et le cv. Picra (Fig. 67).

d) Conclusion

Lors de la premiére année d'expérimentation au champ. dans des populations de L. maculans
gncore majoritairement structurées par le Colza, la résistance des lignées de recombinaison Colza-
Moutarde brune s'est avérée efficace vis-a-vis des attaques foliaires et de la nécrose du collet
comparativement aux cultivars de Colza de référence. Par contre, lors de la deuxiéme année de
culture leur résistance cst contournée. La résistance et la sensiblité manifestées par Ia lignée MXS.
dans un contexte parasitairc respectivement dominé par les souches 1ssues du Colza et des geénotypes
portant le géne de résistance. témoiguent de Fadaptation des populations de 7. macu/ans 3 la
résistance des lignées dans notre dispositif expérimental Malgré cette adaptation. la Moutarde brune
exprime en¢ore une résistance ¢levée aux attagues foliaires et 4 la nécrose du collet. méme s1 des

symptomes plus importants se sont manifestés sur ces différents organcs 1a deuxieime annge.

1V-DISCUSSION

Les marqueurs du géne de résistance introgresse dans le Colza sont présents dans le génome
du ev. Picra. ce qui nous permet d'émettre I'mipothése que ce cultivar posséderait le gene introduit
dans les lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune que nous avons ¢tudiées (A, M. Clicvre,

comm. pers.).
EFFETS DU GENE DE RESISTANCE
Les lignees de recombinatson Colza-Moutarde brune et le ev. Picra (Moutarde brunc)

différent des cultivars de Colza par leur faible taux d'attaque fohaire. La résistance des feuilles. mise

en évidence durant les deux années d'expérimenation au champ. chez les lignées et la Moutarde
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brune pourrait relever de la capacité de ces génotypes a produire des phytoalexines. En effet. Rouxel
et al. (1990) montrent que la présence du géne de résistance confére aux lignées de recombinaison
Colza-Moutarde brune la capacité d'accumuler rapidement et en grande quantité de la brassilexing
dans les feuilles. Cette phytoalexine est produite en trés faible quantité dans les espéces de Brassica
dépourvues du génome B dont fait partie le Colza. Ce composé fongitoxique s'opposerait a la
réussite des contaminations foliaires. L'épidémie serait donc ainst limitée dans son évolution sur les
genotypes étudiés.

Les observations réalisées au cours de la premiére année d'expérimentation au champ
montrent unc bonne corrélation entre la résistance foliaire et la résistance 3 la nécrose du coltet.
Cependant, nous avons observé a l'automne 1994, que de nombreux périthéces s'étaient formés sur
les résidus de culture des lignées MX, LR1 et LR3 et dans une moindre mesure de la Moutarde
brune attestant que le champigiton a pu se développer dans les tissus de I'héte sans que la plante
exteriorise des symptdmes importants. Ce résultat est en accord avec celui de Keri cité par Rinumer
et Van den Berg (1992). En effet. 1auteur parvient a 1soler L. maculans des racines de lignées de B.
Juncea sans aucune manifestation extéricure préalable de la maladie sur les tiges.

Les résidus de culture de la Moutarde brune ct surtout des lignées ont constitué I'inoculum
principal de l'essal [994-1995. Le suivt de I'évolution de la matadie sur les différents génotspes
durant cette nouvelle campagne, nous permet de montrer que la résistance a la nécrose du collet des
lgnees de recombinaison Colza-Moutarde brune est contournce. Ces lignées presentent. juste avant
la récolte, le méme miveau de sensibilité que Ic cultivar de Colza particuliérement sensible Westar, 1
n'existe done plus de corrélation entre la résistance foliaire ot la résistance a la nécrose sur ces
génotypes. En effet, le niveau important de la résistance des feutlles contraste avee la trés forte
sensibilité des plantes a la nécrose du collet.

La comparaison de la réaction de la lignée MXS avec celle du cv. Samourai permet de
rendre compte de 'effet du géne sur la gravité de I'épidémie. Dans une population de 7. maculians
structurée par le Colza, la lignée MXS manifeste en effet un trés haut niveau de résistance aux
attagues du collet attestant de Yefficacité du gene dans le fond génétique Samourai.

Toutcfois. dans le contexte parasitaire structuré par la résistance d'origine Moutarde. la
résistance monogénique de la lignée MXS est contournée. Cependant. I'évolution et la gravité des
symptomes sont significativement différentes de celles de la ignée MX qui reste la plus sensible.
Cette différence de réaction entre ces deux lignées pourrart €tre exphquée par .

- Ie fond génétique de la lignée MX dont le géniteur Colza (non connu) pourrait posseder une
résistance horizontale moins impertante que le cv. Samourai.

- la plus grande précocité de la lignée MX qui cst de type printemps sachant qu'il exisie une

relation entre précocit¢ ¢t la sensibilité vanetale.
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- unc metlleure adaptation a la lignée MX des populations de L. maciians majoritairement
1ssues de cette hgnée.

La momdre sensibilité du cv. Samourai par rapport a la lignée MXS témoignerait de
l'efficacité de la réststance horizontale du Colza vis-a-vis des populations agressives sur la résistance

d'origine Moutarde brune.

L'ensemble de nos résultats confirment I'hvpothése de Kéri cité par Rimmer ¢t Van den Berg
(1992} et Rirmer er a/ (1995) selon laquelle la résistance de B. jurcea ne serait pas absolue. Ces
résultats vont également dans le méme sens que ceux obtenus par Ballinger ef a/. (1991) et Salisbury
et Ballinger (1993) qui rapportent l'existence de souches virulentes sur B juncea dans les
populations de /. maculans en Australie.

Le detemunisme genetique de la résistance de la Moutarde brunc cst controverse. Kéri cité
par Rimmer et Van den Berg (1992) et Rimmer er o/ (1995} démontrent que deux geénes a cffet
épistatiques sont imphqués dans la résistance de tyvpe hypersensible de B jumcea aux stades
cotvlédonaire et adulte alors que Hill (1991) montre qu'il s'agirait de deux genes dommants au stade
cotvlédonaire.

Dans nos conditions expérimentales. 11 apparait que l'introgression d'un géne de la Moutarde
brune dans le génome du Colza lu1 confere une résistance specifique alors que l'action comjuguée des
deux genes serait a l'origine de la résistance générale chez la Moutarde brune s'exprimant par une
réaction de type hypersensible comme ce serait le cas chez le couple Mildicu/Pommie de terre. Gees
et Hohl {1988) montrent cn effet que des plantes de Pomme de terre possedant un niveau élevé de
résistance horizontale au Mildiou peuvent développer une reaction morphologiquement semblabie a

la réaction hvpersensible des plantes dont la résistance est verticale.

LA RESISTANCE DU COLZA

L'utilisation de cultivars de Colza dépourvus de la résistance d'origine Moutarde brune ct
avant des niveaux de résistance trés différents est intéressante a plusieurs titres parce qu'elle permet ;
- de comparer le niveau de résistance des lignées avec celui des cultivars de Colza résistants.

- d'évaluer I'effet des conditions climat:ques sur la gravité de 1'épidenuce,

-~ d'évaluer le comportement du Colza dans les populations structurées par la nouvelle source
de résistance. En effet. la stabilité du comportement des cultivars de Colza au cours des deux
derniéres ann¢es d'expérimentation au champ souligne l'efficacite de la résistance partielle de certains
génotypes tels que ¢v. Darmor et cv. Falcon. Les changements opérés dans les populations du
champignon. avee 'augmentation de la fréquence de pathotypes nouveaux. semblent sans effet sur la

résistance particlle du Colza.
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Selon Van der Plank (1968). l'acquisition de la virulence qui permet a |"agent pathogene de
surmonter une résistance verticale se produit sans accroissement du pouvoir pathogénc sur les
cultivars sensibles dépourvus du géne correspondant. Cette acquisition peut méme se fairc au prix
d'une diminution de Vaptitude du nouveau pathotype a survivre sur ces derniers hotes. Les
consequences de ces resultats sont intéressantes au niveau épidémiologique et au niveau de la gestion
des resistances oligogéniques d'origine Moutarde brune. En effet, les lignées apparaisscnt trés
résistantes lorsqu'elles sont confrontées a des souches provenant du Colza ct vice-versa. Dans cc
contexte, on pourrait imaginer une rotation de génotypes qui permeftrait de maintenir la population

des pathotypes virulents sur les lignées en dessous d'un certain scuil de nuisibilité. qui reste a définir.

ORIGINE DE LA VARIATION POUR LA PATHOGENIE SUR LES LIGNEES DE
RECOMBINAISON

St des mécamismes tels que la mutation, la recombinaison mitotique. I'hétéroploidie
pourraient expliquer I'évolution des populations de L. macidans, la pression de sélection excreée par
I'introduction des genes de résistance a sans doute contribu¢ a l'accroissement de la fréquence dc
pathotypes preexistants dans les populations. En effct. nous avons montré a travers les érudes
realisées en conditions controlees. que des pathotyvpes aptes 4 contoumer la résistance des lignecs
existent sur des Cruciféres adventices avant méme que les cultivars résistants ne soient
commercialisés. Cette virulence non nécessaire n'a pas empéché ces souches de survivre également
sur le Colza en l'absence du géne complémentaire. Un cas d'espéce est signale chez le couple
Brassica lactuca - Bremia lacticea. Gustafsson et Larsson (1984) observent une augmentation
réguliere de la fréquence des facteurs de virulence permettant de contourner trois génes de résistance
bien que ces demiers ne solent pas utilises dans des cultivars de laitue. Ces autcurs suggérent alors
I'absence du colt de la "fitness” associ¢ a la virulence superflue. Cette hypothése pourrait s'appliquer

a notre modele d'¢rude, cependant des érudes complémentaires sont nécessaires pour la conforter.

La mutation cst supposée étre la principale source de varation, cependant Ja démonstration
formelle de sa manifestation chez les agents phytopathogénes n'est pas aisée (Barrett, 1987),
L'hvpothése de la mutation comme source de variation chez L. maculans est évoquée par Gugel e
al (1990) et Xi er al. (1991). Chez cc champignon. unc phasc de reproduction sexuge intervient
obligatorrement sur les débris de récolte a 'automne sous nos climats. De nouvelics combinalsons de
gines de virulence peuvent apparaitre v {a recombinaison sexuelic. La fréquence des nouveaux
pathotyvpes recombinés est d'autant plus importante que des mutations peuvent affecter le

champignon pendant son évolution systémique dans les génotypes résistants (Gugel er /.. 1990: Xi
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et ¢f . 1991). La mutation de la dominance (avirulence} vers la récessivite (virulence) (Kivosawa.
1982. Nelson, 1973) pourrait étre incriminée dans ['apparition de génes de virulence aptes a
contourner les génes de résistance correspondants. La sélection de phénotypes particulicrs a partir de
souches monospores noculées sur les génotypes résistants cn conditions contrdlées constitue une
méthode efficace pour mettre en évidence des phénomeénes de mutatton (Barrett. 1987). Cependant. a
l'issue de cing sértes d'inoculations-réisolements d'une souche monoascosporée du groupe A sur la
Moutarde brune, nous n'avons pas réussi a obtenir des réisolats trés différents de la souche de départ
pour leur pathogénie. Cette expérimentation dont les résultats ne sont pas rapportés dans le présent
document mériterait d'étre reconduite en utilisant un isolat ou un mélange de souches bien
caractérisées. Ces types d'inoculum présentent l'avantage dc permettre aussi I'évaluation la pression
de sélection exercée par le génotvpe sur une population connue du champignon,

La mutation seule ne parait pas rendre compte de la grande vamabilité de 7. macuians
puisqu'il peut se produire des recombinaisons parasexuelles (Petrie. 1969). L'hétérocarvose est une
cause possible de vanation puisqu'clle pourrait associer par anastomosc des novaux génctiquement
différents dans un méme cvtoplasme (Petrie er af . 1993). Enfin, les vanations du nombre de
chromosomes et le polymorphisme de longueur des chromosomes sont fréquents chez 1. maculans
{(Morales ¢r a/. 1993 Plummer ct Howlett. 1993). S I'hétéroploidie peut étre associée a des
modifications de pouvoir pathogéne chez les champignons en général (Meulemans. 1989). son

importance dans la variabilite chez L. macu/ans reste a démontrer.



Troisieme purtie Conlusion|

CONCLUSION DE LA TROISIEME PARTIE
" — — —— —  ——  — —— ——

Dans la dernicre partie de notre étude, nous avons tenté de caractériser la résistance des
lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune en serre et d'évaluer la durabilité potentielle de la

résistance de ces lignées au champ.

Les résultats obtenus a partir des expénmentations comduites en scrre montrent une
vanabilité de la réaction des plantes en fonction des génotypes analysés. des organes inoculés et du
groupe de souchcs consideré.

Comparativement aux génotvpes de Colza, la présence du géne de résistance chez les lignées
leur confere un bon niveau de résistance sur tous les organes vis-a-vis de deux souches du groupe A
ct du mélange de souches du groupe A étudiés. Cependant, la lignée MXS semble plus sensible que
les autres génotyvpes a 'ensemble des souches ct au mélange du groupe A

Nous observons une forte résistance des feuilles vis-a-vis des souches du groupe B quel que
soit le génotvpe ¢tudie. Cependant, les tiges de la Moutarde brune ct dans unc certaine mesurce celles
du cv. Samourai sont plus sensibles aux souches du groupe B.

Le pouvoir pathogéne du mélange de souches a I'mtérieur de chaque groupe de L. maculany
semble indiquer des interactions synergiques. Cette tendance apparait encore plus nettement avee lo
mélange dcs souches du groupe A inoculées sur les cotvliédons et Jes feuilles des cultivars de Colza.
A Topposé. des phénomeénes de compétition. ou autres. entre souches des groupes A ¢t B semblent

s'opérer lorsque les deux groupes de souches sont associes.

Cette caractérisation de la résistance en serre est complétée par deux oxpérimentations au
champ.

Lors de la premiére campagne de culture, les lignées de recombmaison manifestent une
résistance voising de celle de la Moutarde brune. Cependant. au cours de Ia deuxicme campagne la
résistance des lignées est contournée. Nos travaux démontrent que 'utilisation d'un seul géne de la
Moutarde brune entraine le risquc potentiel de sélectionner a plus ou moimns long terme des
pathotypes aptes & lc contourner.

La résistance des génotypes de Colza tel que le cv. Darmor wvis-a-vis de cette nouvelle
virulence attestc du bon niveau de résistance horizontale chez cette cspece quil conviendrait
d'associer aux genes de résistance dc la Moutarde brune pour assurer unc protection complete

(feuilles ct collet) vis-a-vis de L. maculans.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les données bibliographiques concemant Leprophaeria maculans, parasite trés dommageable
aux cultures de Colza, témoignent de la variabilité importante de ce champignon. En ["absence d autres
mesures efficaces contre les épidémies de Nécrose du collet, ["utilisation de variétés résistantes est
actuellement la seule méthode susceptible d'assurer la régularité des rendements du Colza. La variabilité
intraspécifique pour la résistance au stade adulte (résistance au niveau du cellet) est utilisée depuis de
nombreuses années dans les schémas de sélection. Par contre, ii existe trés peu, ou pas. de varabilit¢

dans l'espece Colza pour la résistance au stade jeunes plantes et au niveau foliaire.

Dans ['objectif d'assurer une protection de la culture, a4 tous les stades de son
développement, les sélectionneurs se sont investis dans ’exploitation de la résistance totale des
Moutardes brune et noire. La connaissance de la durabilité potentielle de ces nouvelles sources de
résistance est un élément essentiel 4 prendre en compte pour la gestion optimale des génes de
résistance issus de ces espéces. C’est dans ce contexte que s’inscrivent nos travaux sur 'étude de

la durabilité potentielle de la résistance de lignées de recombinaison Colza-Moutarde brune.

Conformément a la définition de Johnson (1984). Ta durabilité prend en compte les notions
d’espace et de temps. Par conséquent. la durabilité d'une résistance varictale ne peut étre déterminée
gu'aprés plusicurs années dec comunercialisation de cette vanété. c'est donc unc connaissance «
posteriori. Pour contourner cette difficulté. nous avons élaboré un dispositif expérimental av champ

favorable a Yexpression de la durabilité potentielle du matériel que nous étudions.

Fondée sur ce dispositif, la démarche globale de notre travail a consisté en :

1} - Une analvse de !'effet de la pression de selection exercée par les génotypes resistants sur la
structure des populations naturelles du champignon. Cette étude du polymorphisme du champignon
nous a également fourni l'opportunité d'élargir notre recherche & une gamme de souches tres diversifices
et d'aborder I'¢tude de la forme sexuée des souches du groupe B.

2) - Une caractérisation dc la résistance de ces génotypes dans différents contextes parasitaircs

(souches caractérisées et populations naturelles).

Nous rappellerons tout d abord quelques points importants des résultats que nous avons acquis
pour en dégager les conséquences agronomigues et/ou fondamentales et pour proposer les perspectives

de recherche qui en découlent.
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VARIABILITE CULTURALE. ENZYMATIQUE ET PATHOGENIQUE

Variabilite cultrale ef enoymatique

Nous montrons que les souches des groupes A ¢t B de L. mmacidany peuvent Gre distingudes.
apres une semaine de culture. sur la basc de la diffusion de pigments dans Ic mulicu de culture Malt
Gelose. Cependant. certaines souches du groupe A. qui ne diffusent normalement pas de prements. en
prodmsent de fagon inconstante sur les colonies dgees. necessitant dans ¢e cas de recounir a {analvse
des profils des PGIL Cette analvse. réahsée sur gel d amidon, différencic d'une manere fiable les deus
groupes de souches. En adoptant, aprés avoir vénfic sa validité pour I'ttude de £ macudans, e
protocole uttlis¢ pour I'analvse des 1sozymes des plantes de Colza. nous avons amichiord Ja rapidité ¢t a
facilite d'utilisation de cette technigue sunple. déerite dans la bibliographic.

Lanalvse des isoestérases miveehennes. réalisée dans des  conditions  rigourcuscement
standardisécs. s'est averde un outtl efficace. non seulement pour distinguer sans <quiveque les groupes
Aot B. mais ¢galement pour une etude taxinonuquc a 'mteneur du genre Mhoma. De plus. nous somimues
parvenus. avee les analvses dhisocstérases. 4 montrer un pohvmorphisme plus important a l'intéricur du
groupe B gu'a I'mtérmcur du groupe Ao mis en évidence par alleurs avee des outils molceulatres.
L efficacite de co svstéme enzyvmatique. pour 'analyse de la diversite des populations de 7. maculans.
sest révelée mvee Fanalvse des isolats "Thlaspi'. En effet. nous nrontrons que les profils esterasigues «de
ce groupe. distingt des groupes A et B par lanalvse des PGL seratem imtermediaires entre Tes deus
groupes Toutefons. la forte simtlitude de certames 1soestérases le rapproche plus du groupe B que du
groupe A C¢ critere enzvmatique. couple a analyse des PGL sur gel d amndon. présente done un inierdt
certamn dans les ctudes de structure des populations naturelles de £ macnfany ci termes de tvpes doe
souches prévalant sur des genotvpes particuliers.

A Dmtericur de chaque groupe. nos ¢tudes. bien que prehmunaices. montrent que e

polsmorphisime  cultural  contraste avee  le monomorphisme  enzyvmabque ¢z des souches

monopy LllIOpr ssues d un 1solat ou d unc souche lT.'OI]Od‘-\.ObIJOILL

Variabtlie di ponvorr pathogine
L'etude de In vanabilite biclogique des souches d'origmes diverses ost realisee en conditions
controlees. au stade cotvlédonaire. sur une gamme de trais penotvies meluant une lgnee de

recombiaison Colza-Moutarde brune (MX).
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Dans les mteractions parasitaires impliquant les souches du groupe A. deux situations sont
observees. sclon que les souches sont 1soiées du Colza ou de la hgnée MX. Les souches tsolées du Colza
sent majoritairement non agressives sur la lignée de recombinaison MX. Aucune virulence n'est decéloe
parnu ces souches vis-a-vis du cv. Picra. Pour les souches provenant de la lignée MX. plus de Ia moumié
d'entre elles nduisent des symptomes de sensibihte sur leur hote d'ongine. Parmi ces souches. trois sont
d'agressivité moyenne sur la Mouarde brune,

A Tinstar des travaux recents rapportés par Jonhson et Lewis (1994) ¢t Gall (1994). nous
montrons que les souches du groupe B sont capables de causer de graves ssmiptomes sur les cotyvledons
de differentes especes de Brassica, en conditions contrélées. Toutes les souches de ce groupe. quclles
que soient leurs ongines (Moutarde brune. Colza. Cruceiferes adventices) sont agressives sur le Colza ot
la lignée de recombinaison Colza-Moutarde brune alors que des variations sont obsersdes sur la
Moutarde brune.

Par ailleurs. l'analvse d'isolats obtenus de Cruciféres adventices indique que les deus groupes de
souches sont présents sur ces derniéres. Certaines souches du groupe A ct les souches du groupe B,
hiébergees par ces hotes, s'averent aptes a contourner la résistance de Ja hgnée MX

Lc,s résultats al hes agressives-sur la lignée de recombinaison

i’o_b:_tenus _indjqu_ent que.l

st cturees parm Ie Colza et sur des Cruciferes
F e
leffet'-de_

rcsmtance monogcmquc de la Ilgnce MX

Une des conséquences agrononuques de nos résultats réside dans la gestion des Cruciferes
adventices. telles que la Sanve. ¢t les repousses de Colza qui constutuent des hotes transitoires potenticls
des populations de 7. miacnlonsy Foutefois. nos travaux avant porté sur un nombre Tmute d'isolats. il
sermit interessant danalvser un nombre plus important de souches isolées dune large gamme du
Crucifires adventices rencontrées dans Ies champs Ce travat! permettra d'appréhender toute Tampleur

du probieme amst ¢vogue par natre ctude.

La recherche de marqueurs moléculaires. caracténstiques des souches virulentes sur les hgnees
de recombinaison. devrut permettre d initier des ¢rudes géndtiques avant pour objectif d'identifier le(s)
génets) davirulence mpliquéis) dans le pouvoir pathogene sur ces hendes et sur o Moutarde brune
(Cts marqueurs pourraient constituer. par atlleurs. des outils de déteetion de ces souches dans o

populations naturelles structurecs par e Colza ou par la résistance d oripine Moutarde brunce
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REPRODUCTION SEXUEE DU GROUPE B

De nombreuses ctudes montrent que les souches des groupes A ¢t B ne peuvent sc crowser 1
vitro Ce résultat, couplé aux nombreux criteres qu les différencient ot que nous avens confirmes pour
certams dentre cux. suggererait que ces deux groupes constituent des espeees différentes. Cependant,
nous n'en sommes qu aux hypotheses car

- des echanges génctiques scraient possibles entre les deux groupes (Borgman ot Tavilor. 199-1)

- la reproduction sexude i vitro des souches du groupe B n'est pas maitrisce.

Dans le domaine de 'améhoration des connaissances sur les souches du groupe B, unc des
originalités de notre travail repose sur isolement de plusieurs tétrades naturelles. non ordonnées. a
partir de périthéces du groupe B isolés du ¢v Picra. La muse au point d'un protocole. en conditions
controlees. a permus d'obtenir. pour la prenucre fois. 'accomphissement du evele de reproduction sexude
i vitro des souches du groupe B. Les souches du groupe A sont également capables de produire des
peritheces daus ces conditions. Toutefois. 1] existe des différences importantes dans la capacite des
différentes combinaisons de souches compatibles. a 'intéricur d'une tétrade. & former plus ou moms de
puritheces o vitro, Co oresaitat devrant peemettre d'orienter o chois des souches o utiliser pour dues
ctudes eendtiques des populations du groupe B 1 indique aussi gu'il serair necessaire d'affiner les

conditions {nulicux. température ot photopériode} afin d'optimiser la production penthecialy.

Lanalyse du detcrmunsmcugencthue-' 'la rcproductlon sexuée, a partlr de I'étude de la

celle du locus de"compatlbﬂlte‘-; no
X i 2! 3 ‘k'«’ﬂ--. s = g
: 3 gy

Compte tenu des hnutes des EST pour lidentification des souches jumelles. d'autres svsienies
enzymatiques. 'électrophorése bidimensionnelle des proténes. I'électrophorese en champs pulses
devront étre prospectés dans o but de trouver des marqueurs flables pour des Studes gendtigues. Ainsi.
Fanalvse des carvotypes de tétrades du sroupe A a permis & Plumimer ot Howiletr (1993 didenafier les

quatre paires de souches jumelles
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Les croisements entre des sonches du groupe A avee des souches du groupe B appartenant a des
groupes de compatibilit¢ différents gue nous avons réalisés, n'ont pas abouti i la formation dc
péritheces. Cet echec conforte 'hypothése d'un isolement sexuel entre les deux groupes de souches.
Toutefois, notrc €tude avant porté sur un nombre limité de souches, il scrait nécessaire d'analvser des
souches d'origines biologiques et géographiques diverses afin de s'assurer de 1'absence d'autres alleles de

compatibilité a l'intérieur de ces groupes de souches.

L analvse de la vanabilité du pouvoir pathogene au stade cotylédonaire est réalisée avec les huit
souches 1ssues respectivement d'un méme asque du groupe A et du groupe B. Une variation continue de
lagressivité est observée a l'intérieur de chaque tétrade sur les cing génotvpes testés. Les résultats
rapportés ne concement qu'une tétrade de chaque groupe, par conséquent l'analvse d'autres tétrades,
avec éventuellement unc autre gamme différentielle, serait nécessaire pour confirmer cette tendance.

Sur le plan fondamental. les résultats de nos travaux ouvrent des voies de recherche dans
différents domaines d'investigation touchant a la génétique et 4 la taxinomic des souches du groupe B. A
moyen terme, des analyses biométriques fines comparatives de la morphologic des organes sexuds
(perithéces. asques et ascospores) des deux groupes devront &tre engagées, pour permcttre
¢ventucliement de clarifier la position taxinomique des populations du groupe B Par ailleurs. les
analvscs génétiques devraient Ctre orientées de maniére a préciser les relations entre les sous-groupes B
et le groupe "Thlaspi'. S'agit-il de différentes sous-populations isolées sexucllement les unes des autres?
La pesition intermeédiaire, pour ¢ertains critéres, du groupe "Thlaspi’ résulterait-elle d'un croisement
entre les souches du groupe A et celles du groupe B? Les réponses & ccs questions seront, sans contestc.

d'un apport substantic] pour unc meilleurc connaissance du pathosystéme L. macrlans/Cruciferes.
CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DE LA RESISTANCE EN SERRE

Les études en conditions contréiées nous ont permis de niettre en évidence des pathotsipes
virulents sur les cotvlédons d'une itgnée de recombinaison Colza-Moutarde brune. Nous avons cherche a
vahder ce résultat, en caracténsant la résistance de différents organcs de deux lignées de recombinaison
Colza-Moutarde brune (MX et MXS) vis-a-vis de quelques souches des groupes A et B
comparativement a d'autres génotypes. Cette étude a permis de montrer que les souches du groupe B.
quelles que soient leurs origines, ne sont pas impliquées dans fa formation de la necrose du collet. Elles
sont en rcvanche spéciaiisées dans la colomisation de Ja moclle de la tige. Une diversite de réactions est
obtenue 2 l'intérieur de chaque groupe. en fonction des génotypes et des organes testés. D'unc manicre
genérale. le niveau de maladie causé par le groupe B sur les cotviédons est plus ¢levé que celul induit
par le groupe A sur les génotvpes de Colza Les feuilles et les tiges se montrent plus sensibles au groupe

A. A T'exception d'un 1solat du groupe A provenant de ja lignée MX. les hgnées dc recombinaison sont
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resistantes vis-a-vis des deux groupes de souches sur les differents organes analvses La resistance de fa
Moutarde brune (ev. Picra) aux stade cotvlédonaire et foliaire contraste avee sa sensibilité au niveaun des

tiges vis-a-vis des deux groupes de souches.

Nous avons confirmé guc les souches du groupe B ne sont pas impliquées dans la formation du

symptome typique de nécrose du collet Cependant. Ia nwsibilité des ssymptomes que cos souches
indmsent sur Iz plante n’est pas connue. Des études devrawent Stre engagdes dans c¢ domaine afin de
savolr si les cfforts de sélection pour la résistance a £ macudfany doivent Sgalement porter sur ¢v groupe

dec souches.

DURABILITE POTENTIELLE DE LA RESISTANCE DES LIGNEES DE RECOMBINAISON

Le dispositif experimental que nous avons clabore au champ pour ¢tudier la durabliee
potenticlle de [a résistance des Lignees de recombinaison Colza-Moutarde brune s'est avére adapre o et
objectif

LLa premiére annde d'expérmmentation a révele l'efficacud du gene domgiwe Moutarde brune
introgresse dans le colza vis-a-vis des différents svmptomes de la Necrose du collet. Cependant, o
deunteme annee d'expérimentation réalisée sous une forte pression d'moculum prncipalement structure
par Ia resistance d'origine Moutarde brune a montre que o résistance des lignees de recombinaison st
contoumee.

Notre ctude montre que la sensibilite aux attaques du colict est supérieure a la résistance foliaire
dans le cas des hignées ators qu'tl existe une relation pour ces deux caraceeres chiez la Moutarde brune
Siles analvses realiscées en conditions controlées ¢t en serre ont permis de montrer que les pathotypes
virulents sur cette source de résistance existaient dans la population de Colza. 1l semble que leur
frequence ait augmenté a ssuc de la premucre expérimentation au champ. Différentes hypotheses ont
¢té emises ct discutées & propos de Vorigine de 1a vanation observée.

Par ailleurs. la selection des pathotypes nouveaux ne semble pas avorr de conscquences
é¢pidennologiques dangereuses pour le colza En effet. la resistance particile des cultivars Darmor ot
Falcon est restée inchangeée au cours des deux annees dexpdrimentation. Néanmoms, ce resuliar doit

¢tre confirme sur une plus Jongue periode ot par des ¢ssais particulicrs en serre.
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Sy

sadans. 1 pranquc. Des

Parallélement a nos études. les mémes investigations sont réalisées avee la résistance d'origine
Moutarde noire. La caracténsation biochimuque des souches de 1. maculans. isolées de ces deux
Moutardes (Article 3 en annexe 18). montre que la Moutarde noire ¢t la Moutarde brune sélectionnent
respectivement des souches du groupe A ot des souches du groupe B. Ce résultat qui snggére Iexistence
de mécamsmes de résistance différents dans ces deux cspéees est conforté par ceux obtenus par A M
Chevre (comm pers.). Elle montre gue les marqueurs RAPD du géne de résistance. dentifié sur e
chromosome 4 de la Moutarde nore. sont différents de ceux du géne introgresse dans los lignées do
recombmaison Colza-Moutarde brane: ces derniers sont localisés sur un autre chromosome de Ia
Moutarde notre.

Sur la base dv ces resultats, différentes stratégies dutilisation de 1a résistance des Moutardes
peuvent Gtre proposces

I/ La résistance monogenque de la Moutarde brune pourrait ¢tre associce a {a résistancee
particlic du ev. Dammor. en vue de ereer des cultivars resistants tout au long du evele de la culture

2/ Le cumul des deux genes de rédsistance dans un méme génotvpe de Colza o dos higndes
cumulant les deux genes de résistance sont dgja en cours de sélection a la Station d'Amélioration does
Plantes de I'INRA-Rennes-Le Rhicu (A M Chésre. comm. pers))

34 La rotation des cultures de cultivars de Colza portant des génes de résistance différents
pourrait ¢tre apphgude au modéie /. macidans-Colza. En effet. nous montrons que la résistance des
hignees est efficace a court terme dans les populations sélecttonndées par le Colza. 1.a resistance d origine
Moutarde noire sembie plus durable (H. Brun. comm. pers.). Il reste a préciser Jes modalitcs ot fa

faisabilite de cette stratégic.

T v
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Abréviarions et Défintions

ABREVIATIONS ET DEFINITIONS DES TERMES UTILISES

[I-ABREVIATIONS

ADN Acide Désoxynbonucléique

BWYYV Beet Western Yellow Viruse

CaMV Caulifiower Mosatc Viruse

CETIOM Centre Technique Interprofessionnel des Oléagincux Metropolitains
Cv(s) Cultivar(s)

EDTA Ethyvlenediamine-Tetraacetic Acid

EST Estérasc

G-6-PD Glucose-6-Phosphate-Déshydrogénase
INRA Institut Nauonal de la Recherche Agronomique
ITS1et2 Internal Transcribed Space 1 and 2

JAL Jours aprés l'iIncculanion

MG Malt-gélose

MTT Méthvl Thiazolvl Blue

NBT Nitro Blug Tetrazolium

PCR Polvmerase Chain Reaction

PGI Phosphoglucose isomerasce

PMS Phénazine Méthosulfate

RAFD Random Amplified Polvimorplic DNA

Rf Référence frontale

RFLP Restriction Fragment Length Polvmorphism
TEMED Ni-tétraméthvléthvlénediaming

Tris Trnshvdroxvméthyvlaminomethane

TuMV Tumip Mosaic Viruse

UPGMA Unweighted Paired-Group Mcthod Analysis

II-DEFINITIONS

Souche : entité biologique genctiquement homogene.
Tétrade (du grec "tetras” - groupe de quatre) @ elle désigne le groupe de quatre cellules produit

par la méiose de la cellule mére. Chez de nombreux Ascomyeetes dont /. macudasy. une mutose



Ahréviarions er Défininons

supplémentaire aboutit 2 la formation de huit cellules, jumelles deux a deux. Le terme “tétrade”
correspond a f'ensemble des huit ascospores issues d'un méme asque.

Isolat : c'est un mélange pluriconidicn obtenu a partir d'organes malades. 11 est considére «
priori comme étant génétiquement hétérogene.

Population : c'est un ensemble de souches ou 1solats avant en commun une origme biclogique
donnée. Par exemple le terme population 1solée du colza se réfere a l'ensemble de souches et isolats
provenant de ce génotyvpe.

Virulence : c'est ia capacité que posséde un agent pathogéne de surmonter unc résistance
verticale (ou spécifique} qui est de nature oligo ou monogénique.

Agressivité : ¢'est l'importance des dégats que l'agent pathogéne peut causer sur la plante-hdte
qui Ini oppose une résistance horizontale (ou générale). scuvent de nature polvgenique. Cette résistance

est dite partielle ct agit contre toutcs les races de l'agent pathogéne.
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Residus
CoLzZAa

du pathogéne.

ANNEXE 1 : Dispositif expérimentat au champ destiné a analyser I'évolution des
poepulations de Leptosphaeria maculans par aceroissement de la pression de
sélection exercée par la résistance d'origine Moutarde brune sur les populations

Essai 1992-1993

Isolemants monoascospores

Residus Residus
COLZA+rm| - -~ | Colza+RM

Inoculy ]
il
Essai 1993-1994

L
+ [solements monoascosporeés

e

(| Inoculum ||

»

)
Essai 1994-1995

o Isolements monoascosporés

|

Populations Picra et Colza

—
'
|

—

Populations MM Picra et Samoural

Papulations MX. Picra et Samourai

|

L—— -« Evolutions des populalic;s MX Picra et Celza

COLZA - Inoculum constitué exclusivement de résidus de Colza,

‘COLZA ~ rn ; Forte proportion de résidus de Colza.

rm : faible proportion de résidus provenant des lignées de recombimaison. de la Almitarde

ibrune ot portant des périthéces,

Colza + RM : Faible proportion de résidus de Colza
RAM - forte proportion de résidus du matériel résistant.




| ANNEXE 2 : Milieux de culture

L Milien V8-juice agar

Juice V& (Campbell's) (jus de légumes)
Agar

Eau

Autoclavé 25 mn a 110°C

2. Milieu liquide Crapek

Saccharose

NaNQ;

KH:PO,

KCl

FC:( S04 ) 3

Extrait de levure (Difco)
Eau

3. Equ gélosée

Agar

Eau
4, Malt- agar

Agar

Malt
Eau

1000 m

g
1000 ml

20¢g
20 ¢
1000 m}

Le miliew Czapek et les deux milicux gélosés sont autoclaves a 120°C pendant 20 min,

Une solution mére de streptomveine a 10 % cst additionnée aux milieux gélosés a raison de 2.5 mg/l de

milicu soit unc concentration de 250 pg/ml.



[ ANNEXE 3 : Echelles de notation des symptémes sur cotylédons, feuilles et tiges

Notes dc maladie Description des symptomes

Test cotylédonaire

0 Pas de symptdme

1 Noircissement limité au point d’inoculation

2 Noircissement limité autour de la blessure, diamétre des lésions de 0.5 a 1,5 mm. quelquefois
un hale faiblement chlorotique est présent, pas de sporulation.

3 Leésions nécrotiques noires de 1,5 4 3 mm. présence d'un halo chlorotique. pas de sporulation.

3 Lésions de 3 4 6 mm délimitées par une marge nécrotique foncée avec quelquefois une

déformation des tissus gris-vert, pas de sporulation.
Lésions gris-vert bien délimitées. de diamétre 5 4 7 mm, pas de marge nécrotique foncde.
9 Flétrissement des tissus, 1ésions a marges diffuses. présence de sporulations.

-1

Test sur feuilles

0 Pas de symptdme

1 Noircissement limité au point d inoculation

2 Macule gris vert de 1-2 mum avec une marge nette. présence d’une chlorose.
3 Macule gris vert de 2-3 mm avec une marge diffusc

4 Macule gris vert de 3-6 mm avec une marge diffuse

5 Macule gris vert avec une marge diffuse. diametre supérieur a 6 mn.

6 Macule de note 5 couverte de nombreuses pyvenides.

Test sur tiges : symptomes induits par les souches du groupe A

0 Pas de symptéme extérieur, Moelle saine,

I Noircissement de 1'épiderme limité aux points d inoculation. Moelle satne.

2 Noircissement limité 4 I'épiderme. n'atteignant pas les tissus du cortex. Symptdme comrant
unte surface inférieure 4 la démi-périphérie de la tige sur 6 4 10 mm de longueur. Moclle
saine.

3 Epiderme liégeus. Symptéme inférieur 4 la demi-périphérie de la tige. Longueur supérieure i
16 mum. Tissus du cortex sains. Moelle 1égérement noircie au niveav des points d inoculation.

4 Epiderme liégeux. Symptome supérieur a la demi- périphérie de la tige. Tissus du cortex
légerement atieints.

5 Tissus du cortex tiégeux couvrant une surface supérieure a la demi-péripherie de la tige,
Brunissement des tissus ligneux du collet et du pivot. Plante verte.

6 Nécrose profonde portant guelques pvenides. Collet et pivot trés atteints. Plante affaiblie 4 la
récolte.

7 Nécrose profonde. Plante morte 4 la récolte. Présence de nombreuses pyenides.

Test sur tiges : symptomes induits par les souches du groupe B

0 Pas de symptdme exténieur. Pas de noircissement de la moelle.
1 Noircissement de |'épiderme limité 4 1a surface de la pastille. Moelle saine.
2 Noircissement de 1'épiderme. Longueur ; 6 & 10 mm

Supérieur i la demi-périphérie de la tige
Noircissement de ia moelle : 6 4 10 mm
3 Svmptome de note 2 avec un léger noircissement des tissus du cortex sur la demi-périphérie
de la tige.
Noircissement de la moelle : > 10 mm.
Svimptéme de note 3 avec noircissement trés important des tissus ligncux.
Noircissement trés inlense de I'épiderme. de la moelle et des tissus ligneux.

h o




Annexe 3a : Echelles de notation des symptémes cotylédonaires et foliaires causés
pour les souches des groupes A et B.

1IN DL NOTATION

Cotylédons

Feuilles
Groupe A

Feuilles
Groupe B

(Photos : 1. Somda).



Annexe 3b: Echelles de notation des symptdmes sur tige causés par les souches
des groupes A et B.

Groupe A

ot ohe mastammon dhos <o mpionmess e ige

Groupe B

(Photos : I. Somda).



I ANNEXE 4 : Préparation des tampons et des gels

1) Tampon d'extraction (pH7)

2) Solution d'acrylamide-bisacrylamide

Tns HCI 10 mM
EDTA I mM
B-mercaptoéthanol 3imM
H.O 1000 ml
Cvstéine I mM
Acrylanude 0¢g
Bisacrvlamide 0.8 ¢
Eau 100 ml

Filtrer et stocker a 4°C a I'abri de la lumiere.

3) Tampon du gel de séparation (Tris HCI 1,5M; pH 8,8)

Tris 18.15¢
Eau 100 m}
Ajuster 4 pH 8,8 avec du HCI. filtrer ct stocker a 4°C

4) Tampon du gel de concentration (Tris HC] 0,5M; pH 6.,8)

5) Tampon de migration

6) Préparation des gels

Acrylamide-bisacrvlarmde
Tampon/gel de concentration
Tampon/gel de séparation
Eau

Persulfate d'ammonium
TEMED

Tris 6,09 g
Eau 100 ml
Ajuster a pH 6.% avec du HCL. filtrer et stocker a 4°C

Tris g
Glveine l44 ¢
Eau 1000 ml

Conserver 4 4°C

gel de gel de
concentration séparation
3,75% acrylamide 10% acrylamide

1.25 ml 5 ml

2.530 ml (-

(-] 375 ml
375 ml 5.5ml

Dégazer le mélange pendant 10 mn

500 pl 730 ul
10 pl 20 ul



| ANNEXE 5 : Révélation des protéines et des estérases

1} Coloration des protéines totales an bleu de Coomassie

1.1, Colorant:

Coomassie blue brillant R 400 mg
Ethanol 400 ml
Acide acétique 50ml
Eau 1600 ml

1.2. Décolorani:

Méthanol 200 ml
Acide acétique 50ml
Glycérol 25 ml
QSP Eau L0000 ml

2) Révélation des estérases

1. Tampon phosphate 0.1 M pH 6,0

Solution A; NaH-PO,, 2H,0O . 13.6 g/1000m! dH-O
Aguster 4 pH 6.0 avec NaOH 1M
Solution B: Na-HPO,, 7H-O 3,65 ¢/1000m] d'H;O

Ajuster a pH 6.0 avec HC] M
2. Mode opératoire:
- M¢élanger a I'obscuriteé
Tampon phosphate 30 ml (44ml A ~ 6ml B)
Fast Blue RR salt 30 mg
- Dissoudre complétement le colorant et filtrer la solution
- Dissoudre dans | mi d'acétone
a~Naphtv] acétate 20 mg
B-Naphtyl acétate 20 mg

- Immerger le gel dans la selution de colorant additionnee de la solution de substrat

- Incuber a 37 °C a I'obscurité pendant 20 4 40 mn, ringer le gel plusieurs fors a I'cau
puis le conserver dans l'acide acétique a 10 %.



l ANNEXE 6 : Protocoles pour |'électrophorése sur les gels d'amidon

1) Tampon du gel (pH 7)
DL Histidine 03lg

Eau gsp 300 ml
Ajuster a pH 7 avec du NaOH IN

2) Tampon d'extraction (Tris HCl 2 1 % de glutathion, pH 7,5)

Glutathion réduit 08¢
Ajuster a pH 7.5 avec du Tris 2 M
Eau gsp 40 ml
3) Tampon de migration (Tris 0,135 M, pH 7)
Tris 1635 2

Titrer avec de l'acide citrigue anhvdre

4) Révélation des Phasphoglucose isomérases

Solution de révélation par gel d'amidon PMS 4 mg
NADP Smg
MTT 7.5 mg
Fructose 6 phosphatc 20 mg

Tampon Tris HC1 0.1M. pH 7,5 30 ml

Ajouter en dernier le Glucose-6-phosphate dehydrogénase 25U

Incuber a 30 °C 4 l'obscurité jusqu'a la coloration des bandes en bleu,



L Annexe 7 . Stades repéres du Colza

[ Uh o Heprs de o vegdlalion I T T T S .
sl rus e AR b Ce
17 Levew @ los youmes plantds arguzetl b g ARpatiLn 4t jeunes 100l -
CL 0 Durgempwads wiabibes L aed o )
A Sl cal ekl c cttsuploment voft wlar 3 G b e !
g nowans peboles e b
2
3
§ - . )
J."“@B
Pas Jv dvuil vy wraa” 5 ™ B 1
Seulvdes 2 colyteduns o é J
wal wistbles P Pt )
I - * ~ !
) - !
Vo J 1
| [ —r " .
!
Bl - 1 lewiih vrave dralie ow déployée ‘ :
- o Bawions accolés encore Gackes par le- ) |
k- Fealles teemaniles. i i
B
=
: F2 adlangemynt e la hempe Dol
E Soumbreuses (leurs suvefles
L
c Gi - Chute des premoers pélabes. Les
= dis premecres siliques ont ane
£ luAgueus inféneure & 1 cm.
2 s
&
2 b
x i
" H D2 - lallorescence grmcnpal: depages
E 4 3 Boutons pccokés,
4 H Inflarescences szcondarss viubles
H o |
-
2 .
g B2 . 2 feuidies voaics Elafers ou deployées | © ]
: ‘
bd
=
S | B3 - 7 fewdles vrmics Erziées au déployées
= -
- % | La florasan des inflorermenans seoondai:
S o | Tes commende mu cours g o stade.
o | B4 - 4 feugles viases Eualées ou déplovées. = S o
2 P ¥ | G2 . Les du premséres siliques ont unc
= . . . % Iongueur compras enire 2 ¢f 4 om.
3 Ay zours de oo stade, la tige wileint ot dé- c
= passe a hawiewr de 20 om mesuree eneee b | 5 | G3 . Les dix premuérey ailiques onl une
] base ¢ L jeseiie gt ki boutens Gomux E longueur supéricute § 4 om.
= —
] E i
g E - Boulons stperés 5 Gl . Lles dun premutrer uliques sant
= Les pedancules florsux sailangsan en w hosselées ) l
= commengant par cux d¢ |a pénphéne .
(=}
o o
a4 .
- 1
: '
-l
= .
o T
=
=2 .
: I
-
[
2 ‘
=
[ 3
E
5 i
[
- )
BS - 5 fewdles vrares Eralées au déployies, | G5 Gesnt colotis ]
3 I !
LS YT

Groupe de travail CETIOM, INR.A., P.V.

Les stades représentés correspondent a des repéres végétatifs permetiant de normaliser les observations
phénologiques.

Un stade est atteint dans une culture lorsque 50 % des plantes sont & ce stade.

La définition et la représentation de ces stades ont été élaborées 4 la suite de nombreuses observations
faites par les techiniciens de la culture du Colza.



ANNEXE 8 : Echelle de notation de la nécrose du collet au champ

Notations

Classer les collets en fonctions du degré de gravité de la nécrose.

1 Plante saine.

2 Petite nécrose superficielle.

3 Nécrose un peu plus profonde et inférieure a la demi-périphérie du collet.

4 Attaque superficielle supérieure a la demi-périphérie du collet ou nécrose plus profonde

d'un seul c6té du collet. Le collet ne casse pas a la flexion.

5 Attaque supéneure a la demi-périphérie, le collet casse a la flexion.

6 Plante cassée au moment de 'observation.

7 Plante séche avec présence d'une nécrose du collet de note 6 au moment de
I'observation

NB : la nécrose observée se situe au niveau du collet et jusqu'a 3 a 4 cm en dessous. La classe 7 est
indicative et entre dans le calcul de I'indice de maladie ajoutée a la classe 6.
Calcul de I'indice de maladie (IM) :
Appliquer a chaque classe de notation un indice de maladie de 0, 1, 3, 5, 7, 9.
IM=(nlx0+n2x1+n3x3+ndx5+n5x7+n6x9)/N

ou n est le nombre de plantes dans chaque classe de maladie et N le nombre total de plantes dans
I'échantillon observe.

(Photo : H. Brun)

Illustration de I'échelle de notation de la nécrose du collet



ANNEXE 9: Apressivilé des souches du groupe A isolées de la lignées de recombinaison
MX sur chacun des trois génatypes

Lignée MX cv. Westar cv. Picra

Souches IM:E T" Souches IM*E T" Souches IMtE T*
MX-T1 8905 RI0 9,0 £0,0 MN1-13 43+1,8
MX-8 88107 R19 90100 MNCI 411,58
MX2-4 g2108 R23 9.0£0,0 AN1-8 319+18
MN4-7 8609 Ri3 90100 MXC2 34114
MXN4-3 86110 RE 9,0 £0,0 R23 34 L8
MXC1 g611,2 R22 5.0 +0,0 MX4-9 32219
MXa-2 g611,] MX3-B 3,04£0,0 MX2-5 3108
MXC2 85+1,1 R1l 90100 MX-§ 30417
R2 85115 MX-8 9,0+03 RY 28113
Ré 8515 R16 90103 MX-T1 27413
MX4-9 81£20 RS 20103 MX2-4 27+ L1
R7 81+16 hX2-4 89104 MX3-7 2.741,5
R4 8117 MX1-13 89104 MX4-8 2,7+ 1.5
RE gE1x1,5 R7 B9X0,6 R10 2613
R13 79118 R25 89405 MX-3 25%1,3
MX-1 761 1,6 MXN2-8 89+058 MN4-2 25+1.4
R% 73+22 hN4-2 29110 MX1-3 25114
RI4 72125 MX]1-E8 89111 RR 25% 1.4
RT 7.0+ 2.1 k24 B9+, MN3-4 24%1.7
MX2-2 6825 MN3T 8.8+1.] MX2Z-8 23411
R1E 65+1% 2 BRE08 hX2-2 23+14
MX-3 6312, R18 8711 MX1-2 2310
AN4-8 6026 MNCL g7x1.1 R6 23£140
MXN2-8 59+2.49 RS 8713 R22 12%10
MX2-5 59+2)]) AIND-10 2713 hIX3-1 2011
MX?-13 58+18 AN E7+16 AIN3-3 2,0%0,9
R23 5816 R& 8.6+, NN 20%1.3
MX1-1} 53121 k3 8611 MXI1-11 1.5 1.2
Rl 52+23 AN 86110 R4 1.9+ L0
MX]-8 52+1.8 MX-1 BGEt15 AMX3-2 19%1.1
R21 4920 124 g&E+13 R7 19205
MX3-8 4717 LYANEL B g6+1,1 ANI-14 1B 1.1
MXI1-9 45+15 MIN2-S 85+14 MXN3-2 1.7=1.2
RI10 4422 MNS-G R511.2 MXNT-9 1.7 1.0
MN3-2 4.4+ LY MN4-T X5+09 R12 L7209
MX1-14 44+22 MN-C2 85+1.2 MX4.7 17510
AXN-2 42+3.7 hIX-T1 S5+ 13 MX1-7 16x1.1
R20 11+14 MXN3-4 85+1.2 R2 16£0.9
MX1-12 315215 k2 g4+1.2 R24 16209
MX4-1 38+13 MXN32 B3+1.1 BRIl 16+0.9
MX3-7 37+ 1.8 MN3-L §2+1,9 R1e 16209
RS RESRY AIN-2 79+29 R1 1L5+0.8
MX2-7 3618 RT 79+1.7 ANZ-T LS +0.6
MXI1-10 33216 R21 7RE1.7 MN1-10 1,L5£1,0
MX2-6 32+158 AN2-2 7.7+1,7 RS 1567
R16 3,1+22 AIN4-3 76%1.9 MN2-6 L4+ 0,8
R24 3014 LEAN] 75419 R3 14208
MX3-1 29+1.7 R14 7.5+21 R13 14+0.6
MX1-5 2726 MN33 73%23 RT L4+04
MX3-4 2609 hIXI-14 7.1+2.0 SRS | 1409
R22 2612 MN3-6 70%26 R4 1,3+0,9
R25 2,5+1.2 MX1-12 7021 R2i 1307
R12 25515 Rl 65%19 R20 13405
Ril 2.5+20 AMN2-6 6.411,7 MXNIT-5 13211
MX1-2 2416 MN4-R 63+14 MX-2 IRESIR
MN3-3 23108 MX2-7 62113 K235 1.V £0.4
R19 21108 N2 6.2+ 1,5 AMXN1-12 L1207
MX1-3 22+2.0 MXI1-3 SB:19 R1g 10+0.6
R3 2100 R17 57+1.3 MNI1-6 LR
MN3-6 20+ 1.2 MX1-6 57t AMN2- 09105
RI5 1917 R20 5.4%17 R15 09+03
MX2-] 19t09 MNI-5 53415 AMN3-6 UR+0.8
MXI-6 1R LS AN 5216 k19 0.7 £0.6
AMXI1.7 1616 hx2-1 50413 MN4-3 WTz0.7
R17 1.2+10 K15 PN Ri7 Hh3+0.4

YA+ E T = Indice moven de maladie & Ecart tpe.



ANNEXE 18 : Agressiviié des souches et isolats du groupe A provenant du colza sur 3 génotypes.

Lignée MX I cv. Weslar | ¢v. Picra
Souches IM:ET. Souches IM+ET. Souches IMAET?
Col2 70128 Co23 9,000 AS42 32413
A923 6,842,0 A775 9,0+£0,0 Co23 31116
Cod 6,621 Col3 9,000 A0 3.0+12
Col8 6,3+1.8 Ad47 9,04).4 Co7 2.8413
A942 6,221 AT764 9.0£0.0 AS4] 2.7+12
Col3 6,1+2.8 AT759 9.0+0.0 A73Y 2.5%1,1
Co22 6.0+1.6 Co? 9.0+0.0 Co22 24412
Col? 58430 AY23 9.0+).0 Co2 2.2+11
Coll 5.6123 Col7 2.0+0.0 Cols 22411
A759 5.3+1.5 Co9 9.0+0.0 A923 20+1.4
A940 46217 AVD] 8.940.4 Cod 1,940 .8
Co24 4420 AR13 8,913 Co27 1.8+0.8
AS4] 40216 A0 89405 Co3 1.740.9
Col 34417 A290 88416 Col2 1.7+0.7
Al47 3,4£1.2 AB24 B.8+1.2 A147 1.7+0.7
Co2 3,3£1.2 Co2! 8.8+0.9 CoY 1,7%1,2
Col4 32414 Col8 8.8+0.7 Col? 1.6x1,2
AG25 3.1+1.1 AU3] 8.8+ 8 Co23 1,608
A764 3,0+1.3 AG23S 88+1.0 AD32 1.540,9
Co3 30414 A941 8415 Co24 1.53+1.0
A932 2,9+1.3 Co23 84x13 Coll 1.5+0.7
Co2! 2.8+1.4 AY32 8.3+320) Coll 1.340.6
AB24 28+1.0 AS24 8.1%1.6 Col 1.310.7
Co25 2,7+1.2 AB42 80xl7 AT64 1.2+0.5
A290 2,611.0 Col2 B.0+2.0 AY31 1.1+0.5
ABI13 2.621.1 Coll 7.941.9 AB13 1.1+0.4
Ca23 2.4+0.7 Co22 7.9=13 Av24 1.0+0.5
ATTS 242110 A827 76110 AB( 1 g+.5
A9 22109 492y ERERN A8 10403
Co29 2.2x1.1 Col T2 ALY 0.9+0.2
Co27 224122 Cod 702210 ATTS 0.9+0.4
Co9 2,106 Co2 7.012.2 A827 0,940.3
A929 2,0+0.9 Col 6,8+2.3 A294) 0.940.4
A93] 2.040.9 AY22 6.8+2.1 AY25 0.9+0,8
Co7 1,940 4 A314 6.642.3 A3l 0.820.6
AR27 1,8£1,0 Co24 63417 Co29 0.840.8
A922 1.8+1.1 Cold 37423 Co21 0.8+1.0
A3l4 1.5+0.9 AD30 56423 A922 0.740.4
A930 0.2+0.4 Co29 33+2.4 Cold 0.6+).7
AY01 NT® Co27 17423 AY3U 0. 00

* Indice de maladic + Ecant-tvpe
" Non testée



ANNEXE 11 : Agressivité des souches du groupe B sur les trois génotypes analysés.

Lignée MX cv. Westar cv. Picra
Souches  Indicede |Souches Indicede |Souches  Indice de
maladic * maladie maladi¢ *
ET ET ET.
M5 9.0£0,0 |MX6 90100 |MX4 83z 16
MX6 9000 [MX7 9,0+0,0 [B98l 78423
B981 9,0£00 |MX4 90+00 [MX7 74225
MX4 90+0.0 |[MX5 90+00 |MX8 73238
B98O 9.0+0.0 (B9 90+00 [MX6 7.2+3.2
B8GY 9,000 |B86T 87+08 [B9s0 68130
B903 89105 |RF 81115 [MXS 6.7+24
RF 88+ 1.1 [MXE 78+26 |BYM 6619
MX7 871135 (BYsQ 76122 |BY08 1821
MX8 8.4+17 |[BuH 63517 |RF 16+27
B943 $.0+13 [(B943 63+x19 |B943 44 +23
Bo44 79+12 |BYS 49117 |B%3 J8£ 1.3
B943 72+22 |BYH NT BB67 Jox1d
I

E.T. = Ecart tvpe: NT = Non testé



ANNEXE12 ]

Lignée MX
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Pouvoir pathogéne de la tétrade B1 sur les cotylédons des 5 génotypes hotes.
Les indices de maladie sont obtenus 10 jour: aprés l'inoculation,
O Mat2-1 C Mat2-2




ANNEXE 13
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Pouvoir pathogéne de la tétrade Al sur les cotviédons des 5 génotvpes

Les indices de maladie sont obtenus 14 jours aprés l'inoculation.
COMati-1 [ Matl-2




| ANNEXE 14 |

O MélangeA [T Mélange A+ B 1 Mélange B |

§ | HE

Indices de maladie

Lignée MX Lignée MMS cv. Picra ov Semouray ov Westar

[Comparaison de la réaction cotylédonaire, de cinq génotypes vis-a-vis des mélanges des souches
du groupe A, du groupe B et et des groupes (A + B). :

ANNEXE 15 \

mm MélangeA [—Meélange B [ Mélange A+ B

Indices de maltadie

Lignée MN Lignée MXS o Picra cv. Samoural ov Westar

|'Comparaison de la réaction foliaire de cing génotypes vis-a-vis des mélanges de souches du groupe
A, du groupe B et des groupes (A + B).




ANNEXE 16

~ Mélanges
Bl A [ J@A+B)' [ 1B ] (A+BY |
7 —
61
sl
4l
31
__ !
14 "
ol ]
B Lignée MX ¢v. Picra cv,_\\'csur

|Comparaison de la réaction des tiges de trois génotypeﬁe type printemps vis-a-vis des mc‘:langcs|
de souches du groupe A, du groupe B et des groupes (A + B), |
L

ANNEXE 17
Mélanges i
B A (A+B — B [ (A+BY |
7
6 1
5 |
|

Indices de maladie

[P P L - |

Lignée MXS

cv. Samoural

| Comparaison de la réaction des tiges de deux genotypes de t type hiver vis-a-vis des mélanges des|

|_ouches du groupe A du groupe B et des groupes (A + B)

\ Sympidmes évalués selon l'échelle apphquée aux souches du groupe A |

% Symptomes évalués selon l'échelle appliquée aux souches du groupe B |




ANNEXE 18 : Article

OCCURRENCE OF LEPTOSPHAERIA MACULANS ON MUSTARDS IN BRITTANY,
FRANCE

1. SOMDA and H. BRUN
INRA, Station de Pathologie Végétale, Domaine de la Motte, B P. 29, F 35650, Le Rheu, France.

FPlant Disease, 79 : 7, 754

Mustards, such as Brassica juncea L. and B. nigra L., usually develop a hypersensitive
reaction at the cotvledon stage to infection by Leprosphaeria maculans (Desm.) Ces. et De Not.
(anamorph Phoma lingam (Tode ex Fr) Desm.). the cause of blackleg of crucifers. B juncea cv Picra
and B. migra ¢v Junius, sown with other crucifers in experimental fields in Brittany. were surveved for
blackleg canker occurrence from October 1992 to June 1993, Rare, tiny leaf lesions were observed on
cv Picra in March 1993, while cv Junjus remained symptomless. Although no external. typical stem or
canker symptoms were found, blackening of stem ussues and fungal pscudothecia were observed on
both mustard species. Isolations from blackened stems and pseudothecia vielded ca 200 isolates, that
sporulated on V8 juice-agar and were identified as P. /ingam based on conidivm morphology and size
In the automn of 1993, a few pseudothecia, identical to those developed on susceptible oilseed rape (8.
napus) were observed on both mustard species, and produced asci and ascospores morphologically
identical 1o tvpical L. maculans. Single ascospore lines and pyvcnidiospore mass isolates established
from cv Picra produced a yellow to brown-red pigment on malt-agar. whereas ascospore isolates
recovered on ¢v Junius failed to produce such a pigment. The pathogenicity of isolates obtained from ¢v
Picra was evaluated with a cotyvledon test on sets of B. juncea and B. napus ¢vs. The majority of
isolates were highlv virulent on both species. Analvsis of variabihity for glucose phosphate isomerase
activity vielded two different, one-banded patterns corresponding to the two groups of isolates, each
obtained from cv Picra and cv Junius. respectively. To our knowledge, this 1s the first report of L.

maculans occurrence on mustards



STEM CANKER OF CRUCIFERS CAUSED BY LEPTOSPHAERIA MACULANS
POLYMORPHISM OF THE PATHOGEN AND ITS CONSEQUENCES FOR EFFICIENCY AND POTENTIAL DURARBILITY OF
RESISTANCE OF RECOMBINANT LINES BETWEEN QILSEED RAPE AND BROWN MUSTARD

Current schemes for resistance breeding to L. maculans in oilseed rape (B. napus) relv on
different strategies, including the use of total resistance present in mustards species. Resistant oilsced
rape lines, in which a gene from B. juncea has been introgressed, arc now available and mav be
proposed for registration in the near future. However, an optimal management of this new source of
resistance, both for breeding and agricultural purposes, requires that its efficiency and potential
durability be assessed. Based on the setup and implementation of a field trial increasing the possibility
for selection of resistance-breaking pathotypes, our work aimed at providing a better knowledge of the
potential durability of the resistance of B. ngpus-B. juncea recombinant linegs.

The first part of this work deals with the effect of mustard-derived resistance on L.
maculans population structure, analysed by means of cultural, isozyme and pathogenicity tests.
Both groups of isolates {A and B) described in L. maculans were isolated from the B. napus-B. juncea
recombinant lines (MX), with A-Group isolates predominating, whereas anly B-Group isolates were
isolated from B. juncea in autumn 1993, The two groups were clearly differentiated by the
presence/absence of pigment diffusion n agar medium and by banding pattems for the phosphoglucose
isomerase and esterase svstems. Furthermore, isoesterase pattems allowed to differentiate A- and B-
Groups of L. macuians from other Phoma species. The majonty of A-Group 1solates obtained from
oilseed rape causcd a hvpersensitive reaction on the MX recombmant line. In our field tnal, the
frequency and aggressiveness of isolates virulent on this line increased. These isolates were also found
on scveral weed crucifers such as wild mustard (Sinapis arvensis).

The second part deals with the characteristics of the sexual form of B-Group isolates. We
devised expernimental procedures that allows the formation of pseudothecia in vitro for both A- and B-
Group isolates. These protocols, new for the B-Group, showed that sexual reproduction is heterothallic
and under simple genetic control (one gene wath two allcles) in both A- and B-Groups. 1sozvmie analyvsis
of tetrads, revealed twe esterase banding patterns (ETB! and ETB2) within B-Group tctrads. the A-
Group tetrad being monomorphic for this trait. B-Group banding pattcrns are monogenically inherited.
and the EST alleles segregated independantly of the mating tipes alleles. Crosses between A- and B-
Group isolates characterized for mating type did not produce pseudothecia. These results arc
agreement with the hvpothesis that A- and B-Groups could constitute at least two seperate specics.
Cultural, biological and biochemical polymorphisms observed within A- and B-Group tetrads nught
explain the extensive variability found in the populations analvsed in the first part.

The third part is dedicated to the study of the resistance of recombinant lines. Undcr
contolled conditions, those lines show a tugh level of resistance on stems and leaves against A- and B-
Group isolates previously characterized. In the field, the resistance of reconbinant lines proved efficient
in 1993-1994, against natural populations of L. maculans sclected mainly by oilseed rape. Confronted
with populations of the pathogen mainly selected by the resistance derived from brown mustard. the
resistance of recombinant lines was overcome in 1994-1995.

These results are discussed, particularly in terms of prospects for genetic analysis of the
pathogen and for management of this potentialy non durale source of resistance.

Key words : Phoma lingam. electrophoresis. isozymes. cultural characternistics. pathogenicnty. sexual
reproduction. A-Group. B-Group.



LA NECROSE DU COLLET DES CRUCIFERES DUE A LEPTOSPHAERIA MACULANS
POLYMORPHISME DE L'AGENT PATHOGENE ET CONSEQUENCES SUR L'EFFICACITE ET LA DURABILITE
POTENTIELLE DE LA RESISTANCE DES LIGNEES DE RECOMBINAISON COLZA-MOUTARDE BRUNE

Actuellement, les schémas de sélection du Colza pour la résistance a Leptosphaeria maculans
mettent en oeuvre différentes stratégies comportant notamment l'exploitation de la résistance totale des
Moutardes. Des lignées de Colza résistantes, ayant introgressé un géne de la Moutarde brune, sont
disponibles ¢t pourraient étre proposées a Ymscription. Toutefois, l'optimisation de la gestion, en
sélection et en pranque, de cette nouvelle source de résistance repose sur la caractérisation de son
efficacité et de sa durabilité. Fondés sur I'élaboration d'un dispositif expérimental au champ, favorable 2
la sélection éventuelle de pathotypes capables de surmonter cette résistance, nos travaux visent 3
amélorer nos connaissances sur la durabilité potentielle de la résistance de lignées de recombinaison
Colza-Moutarde brune.

La premiére partie de notre travail porte principalement sur I'étude de l'impact de Ia
résistance d'origine Moutarde brune sur la structure des populations de L. maculans, analysée a
'aide de critéres culturaux, isoenzymatiques et de pouvoir pathogéne au stade cotylédonaire. Les
deux groupes de souches A et B décrits chez L. maculans sont présents sur la lignée de recombinaison
Colza-Moutarde brune avec une prédominance des souches du groupe A alors gue seules des souches du
groupe B sont isolées de la Moutarde brune a I'automne 1993. Les deux populations sont clairement
différenciées par la diffusion ou non de pigment dans le milteu de culture Malt gélose et par le
polymorphisme des profils des Phosphoglucose 1somérases et des estérases. De plus, les profils révéles a
partir des estérases permettent de différencier les groupes A et B de L. maculans des autres espéces de
Phoma. La majorité des souches du groupe A isolées du Colza induisent une réaction de type
hypersensible chez la lignée de colza ayant introgressé le géne de résistance. Cependant, dans notre
dispositif expérimental au champ, les souches virulentes sur cette lignée augmentent en fréquence et en
agressivité¢ dans les populations 1solées 4 partir de cefte lignée. Elles sont également présentes sur
certaines cruciféres adventices telles que la Sanve.

La deuxiéme partie concerne I'étude de la forme sexuée des souches du groupe B. Nous
avons défint des conditions expérimentales permettant la production des périthéces in vitro, aussi bien
chez tes souches du groupe A que du groupe B. Ces résultats, originaux pour les souches du groupe B.
nous permettent de préciser que chez ce groupe la reproduction sexuée est héterothallique, sous controle
génétique simple (un géne a deux alléles), tout comme chez le groupe A. La caractérisation
isoestérasique de tétrades naturelles des deux groupes montre deux profils d’estérase (EST) distincts
ETB! et ETB2 a l'mtérieur du groupe B, le groupe A étant monomorphe. Les profils du groupe B sont
sous contréle monogénique. Le gene EST ségrege indépendamment de celui des groupes de
compatibilit¢. Les croiscments réahisés, a l'aide de souches caracténsées pour Jeur signe de
compatibilité, entre les groupes A et B, n'ont pas produit de pénthéces. Ces resultats confortent
I'hypothése que ces deux groupes constitueraient au moins deux espéces différentes. Le polymorphisme
cultural, biologique et biochimique observé a Iintérieur des tétrades des groupes A et B pourraient
expliquer la grande vanabilité constatée dans les populations analysées dans la premiére partie.

La troisiéme partie est consacrée a l'étude de la résistance des lignées de recombinaison.
En conditions contrdlées, ces lignées présentent un niveau de résistance élevé sur les feuilles et sur les
tiges vis-a-vis de souches caractérisées des groupes A et B. Au champ, la résistance des lignées de
recombinaison s'est avérée efficace en 1993-1994, dans des populations naturelles sélectionnées
principalement par l¢ Colza. Confrontées & des populations majoritairement sélectionnées par la

résistance d'origine Moutarde brune, la résistance des lignées de recombinaison est contournée en 1994-
1995,

Ces résultats sont discutés, en particulier, en termes de perspectives d'analyse génétique
du pathogéne et de gestion de cette source de résistance potentiellement non durable.

Mots clés : Phoma lingam, électrophorése, isocnzymes, critéres culturaux. pouvoir pathogene.
reproduction sexude, groupe A, groupe B





