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Introduction

La septoriose sur feuille et sur épi, cau-
sée par Sagonospora nodorum (ancien-
nement Septoria nodorum), est une des
principales maladies du blé en Suisse
(HANI et al., 1990). Parmi les moyens
de lutte déployés contre cette maladie
figure la sélection de variétés résistante.
(MicHEL, 2001). Etant donné que laré-
sistance a la septoriose sur épi n'a pas
la méme base génétique que la résis-
tance a la septoriose sur feuille (FRIED
et MEISTER, 1987), I'évaluation de ces
résistances se fait séparément lors de la
sélection. Ce travail se déroule princi-
palement au champ, mais peut étre
complété par des méthodes de labora-
toire. Récemment, la mise au point
d' une méthode in vitro de discrimina-
tion (screening) de la résistance du blé
contre la septoriose (Wicki, 1997) a
constitué I'occasion de tester un tel
outil dans le cadre du programme de
sélection de Changins. L'intérét de
cette méthode réside dans sa simplicité
et son colt modique.

En plus des travaux de laboratoire, il
existe encore d' autres méthodes pour
compléter les essais au champ: un test a
€té dével oppé en serre a Changins pour
évaluer la résistance a la septoriose sur
feuille au stade plantule. Cependant,
toutes ces méthodes doivent impérati-
vement étre validées avant de pouvoir
étre insérées dans le programme de sé&
lection. C’est pourquoi nous avons con-
fronté les valeurs obtenues par ces mé-
thodes avec les résistances observées
au champ; le résultat de cette expéri-
mentation est présenté dans cet article.

1Avec la collaboration technique de F. Este-
ban et S. Kellenberger.
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colza et le tréfle violet.

Matériel et méthodes

La méthode de discrimination in vitro pour
S nodorum a été développée a Agroscope
FAL Reckenholz, station fédérale de re-
cherches en agroécologie et agriculture, au
cours des années nonante. Dans une pre-
miére étape, des substances toxiques ont été
extraites a partir d’un inoculum utilisé pour
I’infection des pépiniéeres avec S. nodorum
(FRIED, 1989; SAcHSE, 1992). Avec cet ex-
trait brut, une méthode in vitro aété mise au
point pour évaluer la résistance du blé & la
septoriose sur épi dans |’ environnement ar-
tificiel d’'unlaboratoire (KeLLER et al., 1994).
Cette approche encore trés laborieuse, utili-
sant des embryons de blé sur un milieu gé-
losé sophistiqué, a éé modifiée par Wicki
(1997) pour parvenir a un test smple, basé
sur la germination de grains de blé sur un
buvard imbibé de I'extrait brut de toxines.
Pour la mise en valeur statistique, ce pour-
centage de germination a été transformé en
indice in vitro. Ce dernier a été corrélé de
maniéere significative avec la résistance au
champ de plantes adultes a la septoriose sur
épi (Wicki et al., 1999), permettant ains
d’ évaluer cette résistance en laboratoire.

Résumé

Une méthode de laboratoire (in vitro) pour évaluer la résistance du blé a
la septoriose causée par Stagonospora nodorum a été confrontée a
I'évaluation de la résistance au champ. Les résultats obtenus en labora-
toire n’étaient pas corrélés de maniere significative avec ceux observés
au champ. En conséquence, la méthode in vitro ne peut pas servir de
nouvel outil d’évaluation de résistance dans le programme de sélection
du blé. L'échec de la méthode in vitro provient en partie d’'un manque de
connaissance des substances toxiques utilisées. Ces substances ont été
obtenues par une extraction non purifi€ée de grains de blé colonisés par
S. nodorum. Cet extrait brut a inhibé la germination du blé. Un effet simi-
laire était observé quand l'extrait brut a été remplacé par différents
acides organiques. Selon la variété de blé, I'extrait brut a bien un effet
différencié mais il s'agit également sur la germination de différentes
especes mono- et dicotylédones telles que I'orge, la fétuque des prés, le

Précédant une éventuelle utilisation routi-
niére de cette méthode dans le programme
de sélection, une série d'expériences a été
conduite a Changins sur plusieurs facteurs.
Les extraits possedent une quantité hétéro-
gene de toxines et doivent étre dilués a dif-
férents degrés avant leur utilisation. Ce tra-
vail est indispensable pour arriver a bien
distinguer les niveaux de résistance des dif-
férents génotypes de blé. Une concentration
trop forte de I’ extrait empéche toute germi-
nation tandis qu’ une concentration trop fai-
ble n"a plus d'effet sur les grains. Dans un
premier temps, des toxines ont été extraites
d’un inoculum préparé avec des souches de
S nodorum, puis la bonne dilution de cet
extrait aétédéterminée en utilisant lavariété
résistante Arina et la variété sensible Boval
comme références. Dans une deuxiéme
étape, |’ effet de cet extrait a été mesuré sur
les huit variétés décrites dans le travail de
Wicki (1997) afin de vérifier la répétitivité
delaméthode.

Une fois le travail de laboratoire au point,
les résultats ainsi obtenus ont été comparés
avec ceux provenant du champ. En 1999,
68 variétés ou lignées de sélection de blé
d’automne ont été inoculées au champ a
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Changins et a Vouvry. Une suspension de
spores de S. nodorum a été préparée a partir
du méme inoculum que pour la production
des extraits destinés au test in vitro et a éé
appliquée selon le procédé standard utilisé
pour I"infection des tests maladies (MIcHEL,
2001). L'évolution de la septoriose sur
feuille et sur épi a été notée a plusieurs re-
prises et le niveau de résistance des blés a
été exprimé par la «surface sous la courbe
de progression de la maladie» (en anglais
AUDPC = area under disease progress
curve), une méthode internationale pour
mesurer I'impact d’ une maladie (SHANER et
FINNEY, 1977). En hiver 1999, les mémes
68 génotypes de blé d’ automne ont été sou-
mis au test in vitro. Ce test a été effectué en
utilisant les normes internationales de con-
tréle de germination.

Pendant ces travaux et en consultant lalitté-
rature traitant des toxines de S. nodorum
(BOUSQUET €t SKANJENNIKOFF, 1974; KENT
et STROBEL, 1977), trois nouvelles questions
ont éé abordées dans une deuxiéme série
d’expériences. La premiére concernait I’ ef-
fet du pH sur le mode d'action de I’ extrait
de toxines. Le deuxiéme point concernait
I’ effet de différents acides organiques sur la
germination du blé et le troisiéme |’ effet de
I’ extrait de toxines sur la germination de di-
verses especes mono- et dicotylédones.

Pour I’ évaluation de larésistance des lignées
debléalaseptoriose sur feuille, larésistance

des plantules de blé inoculées sous serre a
été comparée a celle observée au champ.
Parmi les 23 lignées de bl é testées figuraient
19 hlés hybrides. Ces lignées ont été éva
luées au champ dans le cadre des tests mala-
dies 2001. Au courant de |"hiver 2001/2002,
larésistance de plantules issues du méme lot
de semences (F1) a éé évalué sous serre.
Les plantules ont été inoculées avec une
suspension de spores de S nodorum obte-
nue selon laméthode de FrIED (1989). Deux
inoculations avec une suspension contenant
106 spores/ml ont été effectuées, la premiére
au stade quatre feuilles et la deuxiéme une
semaine plus tard. Les symptémes de maa-
die (nécroses) formés pendant les deux se-
maines suivant la deuxiéme inoculation ont
€té notés a quatre reprises, a quatre jours
d'intervalle. Sur la base de ces notations, la
«surface sous la courbe de progression de la
maladie» (AUPDC) a été calculée et compa-
rée avec les résultats obtenus au champ.

Résultats

En dépit de quelques petites modifica-
tions de la méthode d’ extraction dues a
I’ équipement du laboratoire de patho-
logie de Changins, les résultats du test
in vitro éaient comparables a ceux de
Wicky (1997) lors de la mise au point
de la méthode (fig. 1). En revanche, il
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Fig. 1. Comparaison des résultats du test in
vitro obtenus par W. Wicki (données de sa
thése) avec ceux obtenus dans le laboratoire
de pathologie de la sélection a Changins.
Les huit variétés de blé d'automne testées
étaient Arina, Boval, Forno, léna, Greif,
SN+, SN-, Zénith.

n'existait aucune corrélation significa-
tiveentrel’indicein vitro et larésistance
au champ (fig. 2). Dans les variétés de
blé présentant un indice in vitro proche
de 0,10 se trouvaient a la fois la plus
sensible et les plus résistantes & S. no-
dorum sur épi au champ, aussi bien a
Vouvry qu’' a Changins.
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Fig. 2. Corrélation entre I'indice in vitro obtenu au laboratoire de pathologie et e niveau de résistance au champ de la derniére feuille et sur
épi de 68 variétés ou lignées de sélection avancées de blé d automne. La résistance au champ est exprimée par I’ AUDPC (= surface sous la
courbe de progres de la maladie) et a été mesurée en deux lieux, Changins et Vouvry (Chablais valaisan), en 1999. Une valeur plus basse
signifie une résistance plus élevée aussi bien pour I'indicein vitro que pour larésistance au champ.

104



I - :
¥ el ¢ =¥ o y %
.1 % b q |
- e ph aE Y i, L
i """ "i&'. | - T, q d
{ 1 - I LY
t e "' i . :J h 1 L T 2
“ K - L 3 1 e
L - - = % ] T b
= F ¥ ] ¥ E - l‘
B) orge (H,0) C) colza (H,0)
- "h'q_-- o -'...FII =i E a8 P b ag Fa
p o T 4 A
- - ¥ 4 E] L L} L] ¥ &
¥ i " i L] L] L] [
!-E' # | .. F o s 2 ¥ L B LI
.;'.-? '\-H,_-"' : e - % ¥ g ®* %" A . "
. - }
M
A) blé (SNt) B) orge (SNt) C) colza (SNt)
Tableau 1. Test de discrimination in vitro avec un extrait de toxines de Stagono- -
spora nodorum. L'effet de I'extrait original est comparé avec un extrait dont le o N 2,
pH a été fixé a 5,7 et avec de I'eau dont le pH est similaire a I'extrait original. T T, e
L & o v
Germinationd "';’ o W N H_‘_ ¥ »
. - Salinitéc g A 3 ¥
Extraita Dilutionb (;sllr::lrﬁ) Arina Boval .. P " - g
%) %) o ol VR
e ! e ¥ 4
Extrait original 1:2 3,00 452 0a 0a ’ .
1:4 3,08 330 42b 25b ¥ ]
1:6 3,11 271 82c 77c
1:8 3,16 234 84c 89c
1:10 322 190 87¢ 80c 1) s (2)
Extrait avec pH 5,7 1:2 57 3420 86¢ 77c
1:4 5,7 1838 85¢c 89c
1:6 57 1358 86¢ 84c * s % s & W o W
1:8 57 1057 89c 85¢c g " W™ T a M o oW
1:10 5,7 744 82c 77c P T T R R
L - - L] -
Eau avec pH ajusté 3,01 662 Oa Oa S o " o
3,08 421 Oa Oa & jp % A = 4 ¢ bin®
3,11 364 0a 0a
3,16 242 85¢c 81c
3,22 184 87c 80c
Eau (témoin) 84c 79¢c D) cresson (SNt)

ale pH a été ajusté a I'aide de NaOH ou HCI.

bLa dilution met en rapport la quantité d'inoculum extrait avec le volume d’extrait obtenu.
cLa salinité est définie par la conductivité électrique qui s’exprime en pS/cm. Plus cette valeur est grande, plus la

salinité est élevée.

dLes procédés ayant la méme lettre ne sont pas significativement différents (test Tuyek avec une probabilité
d’erreur de 5%). Le test porte sur la moyenne des deux variétés testées.

Lors de lamise au point du test in vitro
a Changins, ladilution de 1:4 avait per-
mis une bonne discrimination entre
Arina (résistant) et Boval (sensible)
(tabl. 1). A plus forte concentration,
I'effet de I'extrait était tel qu'aucun
grain des deux variétés n'a pu germer.
En revanche, a plus forte dilution, |’ ex-
trait n"avait plus d'activité, ce qui se
traduisait par un taux de germination
égal a celui du témoin. Ce taux de ger-

mination égal a celui du témoin a éga-
lement été constaté pour tous les procé-
dés dont I'extrait de toxines avait un
pH gjusté a 5,7, et ce indépendamment
du degré de dilution. En revanche,
lorsque les graines étaient mises sur
des buvards imbibés d’eau dont le pH
correspondait a celui des différentes di-
lutions de I'extrait de toxines, toute
germination était absente dans les pro-
cédés avec un pH égal aux faibles dilu-

Fig. 3. Germination de grains de hlé (a),
d'orge (b), de colza (c) et de trefle violet (d)
sur des buvards imbibés avec I'extrait des
toxines de Stagonospora nodorum (SNt) ou
avec de|’eau (H,0).

tions (1:2 4 1:6), tandis que la germina-
tion éait normale dans les variantes a
fortes dilutions.

L es différents acides organiques exami-
nés ont montré un effet d' agent de &
lection in vitro similaire a celui de I’ ex-
trait de toxines de S nodorum (tabl. 2).
Sur I'acide formique, a une dilution de
1:30 et 1:35, le taux de germination
d’Arina était |égerement plus éevé que
celui de Boval. En revanche, Boval
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Tableau 2. Test de discrimination in vitro avec différents acides organiques.

Germinationc

Acide Dilutiona pH (S;g/rg;e];’ AR Boval

(%) (%)

Acide acétique 1:10 2,94 512 0 0
1:15 3,02 424 0 0

1:20 3,08 368 0 0

1:25 3,12 332 0 0

1:30 3,15 305 17 0

1:35 3,19 288 19 27

Acide citrique 1:10 2,39 1691 89 91
1:15 2,47 1373 88 88

1:20 2,562 1179 89 90

1:25 2,57 1052 91 89

1:30 2,61 946 91 88

1:35 2,67 859 91 93

Acide formique 1:10 2,46 1688 0 0
1:15 2,56 1359 0 0

1:20 2,61 1190 0 0

1:25 2,66 1061 0 0

1:30 2,70 961 15 10

1:35 2,74 878 26 21

Acide lactique 1:10 2,41 1677 0 2
1:15 2,50 1366 11 18

1:20 2,56 1170 25 36

1:25 2,61 1054 47 73

1:30 2,65 950 93 87

1:35 2,71 863 92 94

Acide propionique 1:10 2,97 443 0 0
1:15 3,05 368 0 0

1:20 3,11 322 0 0

1:25 3,16 288 0 0

1:30 3,20 264 0 0

1:35 3,23 242 0 0

Eau (témoin) 91 93

alLa dilution met en rapport le volume d’acide avec le volume d’eau.
bLa salinité est définie par la conductivité électrique qui s’exprime en pS/cm. Plus cette valeur est grande, plus la
salinité est élevée.
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Fig. 4. Corrélation entre les résistances sur feuille de 23 génotypes de blé d’ automne mesu-
rées sur des plantules sous serre et sur des plantes adultes au champ. Les plantules ont été
inoculées avec une suspension de spores de Sagonospora nodorum, soit une fois (@), soit
deux fois avec un intervalle d’'une semaine (V). La résistance est exprimée par I’AUDPC
(= surface sous la courbe de progrés de lamaladie).
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germait mieux sur certaines dilutions
d acide lactique. Dans d' autres cas, on
notait I’ absence d' effet sur la germina-
tion (acide citrique) ou un effet marqué
empéchant toute germination (acide
propionique). L effet graduel de la di-
lution &ait trés net avec I'acide lac-
tique et assez net avec |’ acide acétique
et |’ acide formique.

Quant al’effet de I’ extrait de toxines sur
d'autres espéces végétales que le blé, il
S est montré uniforme aussi bien sur des
monocotylédones que sur des dicotylé-
dones (fig. 3). L' absence de germination
des grains posés sur des buvards mouil-
Iés avec I’ extrait de toxines a été constar
tée aussi bien pour I'orge, le ray-grass
d'Italie, la fétuque des prés, le cresson,
le colza que pour letréfle violet.

La résistance a S nodorum des plan-
tules testées en serre n' était que faible-
ment corrélée avec celle qu’ on a obser-
vée au champ (fig. 4b); en outre, une
corrélation significative n'a pu étre ob-
tenue qu’ avec deux inoculations consé-
cutives (fig. 4a).

Discussion

L'inadaptation du test in vitro pour éva
luer larésistance sur feuilleaS. nodo-
rum n'est pas surprenante car déja lors
de lamise au point de la méthode, cette
utilité n'était pas démontrée (Wicki,
1999). En revanche, I'inadéquation de
laméthode in vitro pour I’ évaluation de
larésistance de I’ épi a S. nodorum peut
sexpliquer par plusieurs facteurs. Pre-
miérement, pour établir une méthode de
sélection in vitro, la ou les substances
spécifiques causant la toxicité doivent
d’abord étre identifiées (Daus, 1986).
Ensuite elles doivent étre obtenues soit
par purification, soit par synthése pour
étre utilisées ultérieurement dans une
méthode in vitro. Dans le cas de la mé-
thode pour évaluer la résistance de
I’épi & S. nodorum, la production des
toxines n'a jamais dépassé le stade
de I'extraction brute d'un amagame
de substances toxigques non identifiées.
Deuxiémement, laneutralisation del’ ef-
fet de I'extrait de toxines par I’ ajuste-
ment du pH & 5,7 et I'effet smilaire
provoqué par plusieurs acides organi-
gques démontrent le rdle potentid que
joue I'acidité dans le milieu sélectif
utilisé. En effet, les chercheurs améri-
cains KENT et STRoBEL (1976) ont ob-
servé une influence de différents acides
organiques, dont les acides citrique,
succinique, fumarique et glutarique,
sur la germination du blé. Comme
nous, ils ont constaté une différence au
sein des variétés dans le taux de germi-
nation du blé. En accord avec nos ré-
sultats, ils ont trouvé une influence des



acides organiques sur la germination
d autres graminées telles que I’ avoine,
le seigle et I'orge. Il est donc possible
gu'un ou plusieurs acides organiques
soient a |’origine de I'effet in vitro de
I’extrait de toxines que nous avons uti-
lis¢ pour nos tests de germination.
Etant donné que le solvant utilisé pour
I’extraction était de I’ acétate d'éthyle,
une apparition d'acide acétique dans
I'extrait final est théoriquement pos-
sible. Ce risgue est d'autant plus pro-
bable que la température d extraction
de 52 °C dépasse largement les 35 °C
considérés comme valeur maximale par
I"industrie pharmaceutique pour |’ ex-
traction de substances organiques,
telles que les toxines naturelles (Eliane
Abou-Masour, Université de Neuch&
tel, comm. pers.).

La non-spécificité de I’ extrait brut ob-
servée sur toutes les espéces soumises
aux tests de germination est probable-
ment le troisiéme facteur qui explique
I’ échec de la méthode in vitro. Un effet
négatif d’ une toxine produite par S. no-
dorum sur différentes espéces mono- et
dicotylédones a déja éé observé par
des chercheurs francaisil y atrente ans
(BOUSQUET €t SKANJENNIKOFF, 1974).
Dans leur éude, une solution contenant
200 ppm de cettetoxineinhibait presque
totalement I’éongation racinaire de
plantules de blé, de riz, de colza, de
mai's, de tomate et de sorgho.
L’inoculation de plantules de blé sous
serre pour I’ évaluation de la résistance
sur feuille n’est pas une aternative va-
lable & la méthode in vitro. La faible
corréation entre les tests en serre et au
champ confirme les observations faites
par dautres chercheurs (ARSENIUK €t
FRIED, 1991; TROTTET et BENACEF, 1989)
et elle est insuffisante pour permettre
une sélection du blé résistant & S nodo-
rum sur feuille au stade plantule.
Comme les deux méthodes testées ne
sont pas applicables, la question de leur
insertion dans un schéma de sélection
existant, comme celui de Changins (M-
CHEL, 2001), ne se pose que théorique-
ment. Malgré leur simplicité, les deux
méthodes demandent plus de main-
d cauvre que la méthode d'évaluation
de résistance au champ actuellement
utilisée. Dans le contexte d’une ratio-
nalisation du travail dans les stations de
recherches, ce dernier point est d'une
grande importance et ne doit pas étre
négligé dans le développement de nou-
velles méthodes de sélection.
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Conclusions

[0 L'absence de corrélation significative entre les résultats au champ et ceux

obtenus par une méthode in vitro rend cette derniére inapplicable dans le
programme de sélection de Changins.

[0 Cette absence de corrélation peut s expliquer par le manque d’identification

destoxines al’origine de |’ effet in vitro.

[0 Cet effet semble étre causé, au moins partiellement, par des acides organiques

et ne se manifeste pas que sur le blé.

Summary

Use of an in vitro method for screening wheat resistant to Stagonospora
nodorum

An in vitro method for screening wheat resistant to leaf and glume blotch caused by
Sagonospora nodorum was compared to the results observed in the field. Data from
laboratory and field were not significantly correlated. Therefore, the in vitro method
cannot be used as a new tool for resistance screening in the regular wheat improve-
ment program. This failure can partially be explained by missing knowledge about the
toxic substances used for the in vitro method. These substances were obtained by a
non purified extraction of wheat kernels colonised by S. nodorum. This crude extract
inhibited the germination of wheat. A similar effect was observed when the crude
extract was replaced by different organic acids. The effect was cultivar-specific on
wheat, but there was also an effect on the germination of different mono- and dicoty-
ledons such as barley, meadow fescue, oil seed rape and red clover.

Key words: in vitro, glume blotch, resistance, Sagonospora nodorum, wheat.

Zusammenfassung

Anwendung einer in vitro Methode fir das Auffinden von Stagonospora
nodorum-resistenten Weizen

Die Resistenz von Weizen gegen die durch Stagonospora nodorum verursachte Blatt-
und Spelzbrdune wurde im Labor mittels einer in vitro Methode bestimmt. Die da
durch erhaltenen Resultate wurden mit den Beobachtungen im Feld verglichen. Dabei
erwies sich, dass keine signifikante Korrelation zwischen den Labor- und Felddaten
existiert. Demzufolge kann die in vitro Methode nicht im bestehenden Weizenziich-
tungsprogramm angewandt werden. Dies konnte teilweise auf die mangelnden Kennt-
nisse der in dieser Methode verwendeten toxischen Substanzen zuriickzufiihren sein.
Diese Substanzen stammten aus einer ungereinigten Extraktion von mit S. nodorum
bewachsenen Weizenkdrnern. Dieser Rohextrakt hemmte die Keimung von Weizen.
Eine dhnliche Hemmung wurde beobachtet wenn der Rohextrakt durch verschiedene
organische Sduren ersetzt wurde. Der Rohextrakt hatte eine sortenbedingte unter-
schiedliche Wirkung beim Weizen, beeinflusste aber auch die Keimung von mehreren
ein- und zweikeimbl&ttrigen Arten wie Gerste, Wiesenschwingel, Raps und Rotklee.
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