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Glossaire 
 

Album en : tissu de réserves nutritiv es placé sous les téguments dans la graine  

 

Cham pignon phyto patho gè ne : type de champignon parasite de plantes à l’origine des maladies  

               cryptogam iques 

 

Conid ie : spore assurant la reproducti on asexuée des champignons 

 

Cryo stat : instrum ent permettant d’obteni r des tempéra tures cryogéniques (jusqu’ à -40°C ) permet tant la 

     réalisati on de coupes histologi ques dans un gel  

 

Hile : cicatrice portée par la graine là où elle était attachée à la plante 

 

Imbib itio n :  absorpti on de l’eau par la graine qui détermine le début de la germinati on au sens strict  

          (Bewley, 1997 ; Bove et al., 2002) 

 

Orga nism e nécrot ro phe : organism e capabl e d’infecte r les tissus vivants et de tuer les cellules hôtes   

notamm ent grâce à l’action de toxines. Ces organi sm es colonisent ensuite le s        

tissus morts. 

 

Sapro phyte : organi sm es capable de se nourri r de matière organi que morte, le plus souvent en 

                      décomposi ti on 

 

Silique : fruit sec déhiscent contenant les graines notamm ent pour A. thaliana 

 

Solophé nyl : colorant permet tant de mettre en évidence les hyphes fongiques (Hoch et al., 2005) 

 

Tégum e nts : tissus formant une enveloppe protect ri ce autour des divers organes de la graine (notam m ent  

         l’albumen et l’embryon) 





Liste des abréviations 
 

IMAC : Plateau Technique « Imagerie Cellulaire » 

 

INEM : Installa ti ons Expérimental e s Mutuali sées 

 

IRHS : Institut de Recherche en Horticulture et Semences 

 

INRA : Institut National de la Reche rche Agronomique 

 

PDA : Potato Dextrose Agar 

 

SCIA M  : Service Commun d’Imageri e s et d’Analy ses Microscop iques  

 

SFR QUA SA V : Structure Fédérati ve de Recherche « Qualité et Santé du Végétal » 

 

UMR : Unité Mixte de Recherche 

 

WT : Wild-Type, souche sauvage 

 

Liste des unités internationales 
 

L, mL, µL : litre, millilitre, microlitre 

 

M, mM, µM : molaire, millimolaire, microm olai re 

 

m, cm, mm, µm : mètre, centimèt re, millimètre, microm ètre 

 

g, mg, µg : gramme, milligram m e, microgram m e 

 

°C : degré Celsius 

 

h, mn, s : heure, minute, seconde
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Figure 1 : Organisa ti o n de l'IRHS -- 3 pôles et les 15 équipes [1] 
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Mise au point de techniques de microscopie pour la 

visualisation de mycètes au niveau des semences 

1. Introduction 

1.1. Présentation de la structure d’accueil 

1. 1. 1.  Prése nta tion de l’IRHS 

 L’IRHS (Institut de Recherche en Horticulture et Semences) est une Unité Mixte de Reche rche (UMR  

n°1345) qui regroupe depuis le 1er janvie r 2012 des acteurs de la reche rche dans le domaine végétal sous le s 

tutelles de l’INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), d’Agrocam pus -O uest et de l’Univer s i t é  

d’Ange rs. Situé au cœur du pôle végétal françai s, cet institut de reche rche compte aujourd’ hui 230 cherche u r s,  

enseignants-che rcheurs, ingénieurs, technici ens et doctorants réparti s dans 15 équipes. Les recherches de  

l’IRHS concernent la qualité et la santé du végétal ‘’spéciali sé’’, autour de trois pôles (Figure 1 – [2]) : 

o  le pôle « Rosie r et autres ornem e nta les », qui regroupe des thémati ques sur l’archite cture et la  

floraison des plantes d’ornem ent.  

o  le pôle « Qualité et santé des fruit s et légum e s », qui regroupe les travaux de recherche sur le s 

Pomoïdées fruitière s, Apiacées, et sur les bioagresseurs associé s.  

o  le pôle « Semence s, stress et patho gène s », qui regroupe les études menées sur la qua l i té  

physiol ogi que et sanitaire des semences.  C’est au sein de ce dernier pôle que s’inscri t le stage réal i sé  

au sein de l’équipe FungiSem.  

 

L’IRHS bénéfic ie de la proximité de la structure fédérat ive de recherche QUASA V («  Qualité et Santé du 

Végétal ») créée en 2008 dans un but d’animati on scienti fi que et de dynamisa ti on de la recherche. La SF R  

participe notamm ent à la mutualisa ti on des moyens techniques sur des plateaux et des platefo rm es. Cet te  

mutuali sati on des moyens matériel s et humains permet d’optimi se r l’avancem ent des reche rches en 

coordon nant les connai ssances (géné ti que, bioinfo rm ati que, phytopa thol ogi e…) [3]. 

1. 1. 2.  Prése nta tion de l’équipe Fung iSe m  

L’équipe FungiS em étudie les déterminants du pouvoir pathogène des agents fongiques lors de  

l’interacti on plante -pathogène ainsi que les réponses adaptat ives en cas de stress abiotiques divers pouvan t  

être rencont rés lors de leur cycle de développement. Leurs travaux de recherche ont condui t à l’analyse des 

réponses de ces champignons face aux mécani smes de défense mis en place par les plantes et à l’étude de la  

transmi ssi on de l’agent pathogène à et par les semences.  

 

 Cette équipe se focalise sur l’étude des champignons du genre Alterna ri a pathogènes des Brassi ca c é e s 

et des Apiacées. Les études conce rnent en partie l’adapta ti on d’Alterna ri a brassic icol a sur les Brassica cé e s 

notamm ent en utilisant la plante modèle, Arabidopsi s thaliana ou une plante d’intérê t économique, le chou.
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2. Synthèse bibliographique 

L’étude des interacti ons plante-pa thogène nécessite d’évalue r précisém ent l’impact du pathogène sur 

la plante hôte. Les semences sont une source majeure d’inoculum provoquant des maladie s causant des pe rte s 

économiques importantes. Dans un contexte environnemental  où l’on doit limiter l’utilisation d’intra nt s 

chimiques, la connai ssance des déterminants de l’hôte et du pathogène potenti ell em ent impliqués dans la  

pathogéni ci té est primordia le (Belmas, communi cati on personnell e ). 

2.1. Alternaria brassicicola, agent du black spot des Brassicacées 

Le genre Alternaria regroupe un grand nombre d’espèces fongiques majorita irem ent saprophyt e s *,  

c’est-à -di re que ces champignons sont présents sur les semences mais ne perturbent général ement par le  

développem ent des jeunes plantes, c’est le cas d’A. alterna ta qui est utilisé en recherche pour compare r une  

souche saprophyte à une souche pathogène. Cependant certaines espèces sont pathogènes, c’est-à - d i r e  

qu’elles se développent aux dépens de leur hôte, c’est le cas d’A. brassici col a qui apparti ent à la famille des 

Ascomycètes et à la classe des Dothidéomycè tes. I l s’agit d’un champignon phytopathogène* spécifi que des 

Brassicacées, du fait de son spectre d’hôte restrei nt  (Guillem et te et al., 2014). Les Brassi cacées sont des 

plantes Dicotylédones vivaces, annuell e s ou bisannue lle s. Une grande partie des Brassicacées cultivées, qui  

sont la cible d’A. brassic icol a, sont destinées à la consom m ati on humaine (radis,  colza, navet, chou, mouta r d e ) 

(Joube rt , 2011). La contamina ti on par les semences par A. brassi ci col a implique des pertes économiques au 

moment de leur commerci ali sati on, pouvant aller jusqu’ à 80% (Pochon et al., 2012), mais également au 

champs avec des diminuti ons de rendem ent jusqu’ à 80% sur des parcell e s de chou -fl eur (Maude and 

Humpherson- Jones, 1980). 

 

A. brassi ci col a ne présente pas de forme de reproduct ion sexuée connue, mais se multiplie par vo i e  

asexuée, par générati on de conidie s*, qui peuvent être multicell ul ai re s, piriform es (en forme de massue) ou 

ovoïdes, et sont général em ent cloisonnées transve rsalem ent ou longitud inalem ent. Elles so nt, soit solitai re s,  

soit associ ées en chaîne tte s (Figure 2 – (Thom ma, 2003). A. brassici col a forme avec A. brassicae et A. japoni c a  

un complexe de trois espèces causant la maladie des « taches noires », aussi appelée « black spot » (Fi gur e  

3 - Iacomi -Vasi le scu et al., 2002). 

Le cycle de développem ent de ce champign on nécrotrophe * comprend différentes péri od e s 

caracté ri sti ques : une période de contamina ti on correspondant à l’infection primaire , une période d’expa n si o n 

de la maladie grâce à la product ion d’un inoculum secondai re et une période de conse rva tion quand le s 

conditi ons deviennent défavorab le s au développem ent (N’Guyen, 2016). 

Le « black spot » se caracté ri se par des nécroses foliaire s entourées par un halo chloro ti que (Fi gur e  

3) ce qui conduit à une diminuti on du potentiel photosynt héti que de ces organes (Figure 4 A). Des conid i e s 

sont produite s à partir de ces nécroses et sont disséminées dans l’environnem ent,  pouvant contamine r tous 

les organes végétati fs (figure 4 B) : cotylédons, tiges, feuilles ce qui constitue une réserve d’inoculum pouvan t  

infecte r ensuite les fleurs et les siliques* (Thom m a, 2003 ; Calmes, 2011 – Figure 4 C et D). A. brassici c o l a  

peut ainsi inhiber la germinati on des semences (manques à la levée) ou provoque r des fontes de semis (Fi gur e  

4 E et F). 
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La contamina ti on des graines a lieu peu après la floraison et peut condui re à une ouverture prémat u r é e  

des siliques, une diminuti on de la taille et à une altération de la vigueur et de la viabilité des graines (Mau d e  

and Humpherson-Jones, 1980 ; Kohl et al., 2010). Des études ont montré qu’Alterna ri a peut se mainteni r soi t  

sous forme mycélienne soit sous forme de conidie s au niveau des semences mais également dans les débri s  

végétaux (notam m ent dans les résidus de culture contaminés – Figure 4 E) qui constituent la principal e sourc e  

d’inoculu m avec les graines infectées.  

Suite à une contamina ti on externe de la semence, il est estimé que les tissus sont potentiel le m e n t  

infectieux pendant une durée de deux années. Cette période infectieuse s’entend à 12 ans lorsque la  

contamina ti on est interne (Maude and Humpherson -Jones, 1980). En l’absence de variétés commerci a l e s 

résistantes, la principal e méthode de lutte contre la maladie, outre la lutte chimique en cours de végétat i o n,  

est l’analyse sanitaire des lots de semences complétée par des traitements des lots de semences à l’eau  

chaude ou avec des fongici des (Pochon, 2012). 

2.2. Le pathosystème Alternaria brassicicola / Brassicacées 

Le pathosystème A. brassi ci cola / Brassicacées constitue l’un des modèles d’étude de l’équi pe  

FungiS em dans laquelle mon stage a été effectué.  

Arabidopsis thaliana, une plante herbacée annuell e devenue plante modèle et appartenant à la fami l l e  

des Brassi cacées, est également un hôte d’A. brassi ci co la. Elle constitue un outil de choix pour la  

compréhension des interacti ons dans le cadre du pathosystèm e A. brassici col a / Brassi cacées qui est un 

modèle pour l’étude des interacti ons de type nécrot rophe (Lawrence et al., 2008 ; Mukhe rjee et al., 2009 ; 

Schenk et al., 2003), notamm ent grâce à sa petite taille, son cycle de développem ent court et l’existence de  

collections d’écotypes et de mutants (McKhann et al., 2004 ; Pochon, 2012). Cette plante modèle peut êt re  

facilement cultivée en enceinte climatique, permettant de contrôl er les conditions de cultures et donc d’avo i r 

une bonne reproducti vité des résultats d’infecti on de graines  (Agarwal and Sinclair, 1996). L’écotype Le r 

(Landsbe rg erecta ) a été en particuli e r utilisé car il présente une sensibil it é importante à A. brassi ci c o l a ,  

contrai rem ent à l’écotype Columbia plus souvent utilisé par les chercheurs (Otani et al., 2001). 

2.3. La transmission à et par les semences 

Les semences constituent le principal vecteur pour la reproducti on des végétaux, il s’agit donc d ’ un 

stade de développem ent critique (Figure 5). Afin de mainteni r une bonne capacité de germinati on, une gra i ne  

possède de nombreux systèm es de protecti on. Elle est notamm ent constituée d’une enveloppe entour a n t  

l’embryon ainsi que les réserves nutritiv es. Cette enveloppe se différenci e en plusieurs couches de cell u l e s 

spéciali sées que sont le tégum ent* et l’albumen* (Figure 5). Les graines d’A. thaliana sont elles-m ê m e s 

protégées dans une silique (Figure 5). Pour bien comprendre le développem ent d’une maladie, il est importa n t  

d’étudie r la transmi ssi on de l’agent pathogène à la semence et notamm ent d’être capable de visualise r sa  

localisati on dans les tissus. 

La transmi ssi on à la semence, ou transmi ssi on verticale (d’une générati on à l’autre ) est une étape  

crucial e du cycle de développem ent d’A. brassici col a, en effet, elle permet d’assure r sa  survie lorsque le s 

conditi ons ne sont pas favorabl e s.  Il a été montré qu’au moment de l’infecti on, le stade de développem ent de  

la plante hôte peut influence r la localisati on finale du champign on dans les tissus mais également l’étendu e  

des dégâts sur les graines. 
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 Des études ont permis de montre r que la voie privilégiée permettant le contact entre A. brassi ci c o l a  

et les graines d’A. thaliana passe par la contam inati on initiale des siliques. La dynamique de contamina t i o n 

des graine s par A. brassici col a a ensuite été étudiée : le champignon est capabl e d’infecte r la semence et de  

pénétre r dans les téguments, directem ent ou par des craquelures (Figure 7c). Il peut se dévelop p e r 

abondam m ent sur les graines (Figures 7a et 8), et produi re des conidies (Figure 7b) (Knox -Davi e s, 1979). Les 

conidie s sont préférenti ell em ent localisées dans les plis et les fissures des graines (Figure 7b) (Kohl and V an 

Der Wolf, 2005). Il a par ailleurs été montré que les graines infectées par A. brassi ci co la sont déformées pa r 

rapport à l’aspect d’une graine prélevée sur une plante témoin (Figure 9). Or, l’utilisation d’outils permet t a n t  

d’étudie r le mode de colonisati on des tissus internes de la graine par ce champignon est encore limitée (Mau d e  

and Humpherson- Jones, 1980 ; Pochon et al., 2012). 

Trois voies principal e s de transmi ssi on de l’agent pathogène aux semences ont pu être identifi é e s,  

par colonisati on des pièces florales et/ou du fruit ou par l’intermédiai re du système vasculai re (Figure 9 - 

Maude, 1996). 

Des points d’entrée du champignon dans les graines interviennent, soit direct em ent au niveau de  

l’enveloppe de la semence soit au niveau des fissures apparai ssant pendant la maturat ion de la graine (S ingh 

and Mathur, 2004 ; Wolf et al., 1981). C’est pendant cette étape que l’infecti on interne des tissus semble avo i r 

lieu (Agarwal and Sinclair, 1996 ; Kohl et al., 2010). Les tubes germina ti fs peuvent pénétrer dans les ti ssus 

mécaniquement, avec la participati on d’enzym es ou encore via la formati on d’appressori a (Singh and Mathu r,  

2004). 

Des études antérieures ont permis d’amorce r le travail sur la localisat ion et le parcours d’entrée d’A .  

brassi ci col a dans les siliques puis dans les graines d’A. thaliana (Pochon et al., 2012). Le mode d’infecti on est  

étudié notam ment par microscopi e électroni que à balayage et microscop ie confocal e à balayage laser.  

Les méthodes classiques d’analyse de la qualité sanitai re des semences permet tent de détecter la  

présence d’un agent pathogène sur une semence mais ne permet tent pas de quanti fi er les d égâts causés ni  

de localiser l’agent pathogène dans les tissus. Les techniques basées sur la microscopi e (électroni que ou 

confocale ) sont destruct ives et présentent des limites pour l’observati on des agents pathogènes à l’intéri eu r 

des semences (Pochon et al., 2012). 

Il a été montré qu’avec A.brassi ci col a, l’infecti on se limite à l’enveloppe de la graine et ne peut  

colonise r les cotylédons qu’en présence d’un inoculum très important (Kohl and Van Der Wolf, 2005). Après 

infection, les conidie s et le mycélium peuvent être localisés dans les fissures de l’enveloppe de la graine et  

préférentie llem ent au niveau du hile* qui constitue un très bon abri pour l’inoculum fongique de par la présen c e  

de cavités et de pliures (Kohl and Van Der Wolf, 2005 ; Maude, 1996). Le développement d’un mycélium est  

observé uniquem ent sur le replum, ce qui suggè re qu’A. brassi ci cola peut infecte r les graines via le funi cul e  

et le hile (Bonm an and Gabrielson, 1981).  

2.4. Les travaux antérieurs sur la localisation du champignon dans les 
tissus de la graine 

Les travaux antérieurs réalisés dans l’équipe FungiS em étaient focalisé s sur la graine sèche. C’est au 

niveau du passage de l’état de semence à l’état de jeune plantul e que se focalise maintenant la thèse d’E.  

Belmas, dont les objecti fs concernent les mécani sm es de défense de la plante qui contrôl ent la transmi ssi on 



 

 

 

Tableau I : Stades physiol ogiques clés au cours de la transiti on entre le stade de graine au stade de plantule  
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0 heure Graine sèche 

6 heure s après semis Imbib itio n de la graine 

54 heure s après semis Emergence de la radicul e 

80 heure s après semis Appariti on des cotylédons, stade plantu le 
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d’A. brassici col a lors de cette transition physiol ogi que. A terme cela pourrait permett re de mettre en place de  

nouveaux moyens de lutte fongique.  

Le travail porte ainsi sur les graines en cours de germina ti on jusqu’au stade de jeune plantul e. Afi n 

d’identi fi er des stades de développem ent de la plante intéressants pour les observat ions microscopiques, une  

cinétique de germina ti on a été réalisée avant mon arrivée, en utilisant les bancs de germina ti on de la  

platefo rm e Phenosem (SFR QUASAV ). Grâce à ce suivi automati sé de la germina ti on, il a été possibl e de sui v re  

le développem ent de la graine jusqu’ au stade plantul e et de caractérise r les stades physi ol ogi ques clés penda n t  

cette phase. Pour cela des images ont été prises toutes les 2h à l’aide de caméras et la séquence d’image a  

ensuite été analysée. 

4 stades ont été identifi é s, importants pour le développem ent de la plante et du champignon . Ce sont  

ces 4 points de mesure qui seront étudiés plus en détail dans le cadre de mon stage  (Tableau I) :  

- Graine sèche : 0h (Figure 10 A) 

- Imbibiti on* de la graine : 6h (juste avant que le champignon commence à se développe r sur le mil i eu)  

- Emergence de la radicul e : 54h (Figure 10 B) 

- Appariti on des cotylédons : 80h (Figure 10 C). 

2.5. Les objectifs du stage 

Le pathosystèm e A. thaliana – A. brassi ci cola a déjà largement été utilisé dans l’étude des interact i o n s 

plante-pa thogène au cours de la phase végétati ve de la plante et, lors de sa thèse en 2012, Stéphanie Pocho n 

l’a transfé ré pour l’étude de l’interacti on lors de la phase reproducti ve . Il a ensuite été utilisé afin de m ener 

des études sans a priori (analy ses des transcri ptom es au cours de l’infection des siliques) et ciblées avec 

l’utilisation de mutants fongiques ou de divers écotypes hôtes (Pochon, 2012 ; Pochon et al., 2012 ; N’Guye n,  

2016). Ces travaux ont notamm ent permis de mettre en évidence l’implicati on de mécanism es de réponse du 

champignon face à différentes conditions environnem ental e s (cont ra i ntes de types oxydati f et osmotique ) et  

face aux mécanism es de défense de la plante (Thèse G. N’Guyen, 2015) lors de la transmi ssi on à la semenc e .  

 

Les objecti fs de mon stage s’inscri vent, dans le prolongem ent des travaux de S. Pochon (2012) sur la  

localisati on d’A. brassi ci cola dans les graines d’A. thaliana, dans le cadre de la thèse d’Elodie Belmas, qui  

concernent la mise en évidence des réponses végétal e s lors de la germinati on de graines d’ Arabido p si s  

contaminées. Une partie de cette thèse consiste à mettre en évidence , par une approche d’image ri e,  la  

localisati on du champignon nécrot rophe dans les tissus de la graine sèche puis au cours de la germina t i o n .  

Pour cela, il est nécessai re de mettre au point des coupes de graines d’A. thaliana qui seront par la sui te  

associées à une observati on en microscopie confocal e à balayage laser.  

 Afin de mettre en évidence la localisati on du champignon à l’intérieur de la graine , des contamina t i o n s 

naturell e s et artificiell e s de graines ont été réalisées et constituent notre matériel végétal principal pour  cet te  

étude. Des coupes fines réalisées à l’aide d’un cryosta t* à différents stades physiol ogi ques (de la graine non 

germée à la plantule ) couplées à une observ a ti on en microscopi e confocal e, ont été réalisée s au cours de ce  

stage. Dans cette étude, le champignon saprophy te Alterna ri a alternata a été utilisé afin de voir si la  

localisati on du champignon à l’intérieur des tissus de la graine est d ifférente selon si la graine est contam i n é e  

par une souche pathogène ou une souche saprophyte.
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3. Matériel et Méthodes 

3.1. Matériel végétal et microbiologique et inoculum 

3. 1. 1.  Maté r iel végéta l 

Dans cette étude, différentes plantes ont été utilisées. Tout d’abord des plants d’A. thaliana de  

l’écotype Landsbe rg erecta (Ler) ont été cultivées sur terreau (Traysubst rat : mélange de tourbe blonde et  

brune, Klassm an, Brème, Allemagne ) en chambre de culture à une photopé ri ode de 16h de lumière et 8h 

d’obscurité et une tempéra ture de 22°C à la lumière et 19°C à l’obscurité  pendant 5 semaines afin d’obteni r 

le stade 10 siliques sur l’axe principal.  

Des plants d’A. thaliana de l’écotype Landsbe rg erecta (Ler) et Columbia 0 (Col 0) ont été culti v ée s 

sur terreau (Traysubstra t : mélange de tourbe blonde et brune, Klassman, Brème, Allemagne ) en chambre de  

culture à une photopé ri ode de 8h de lumière et 16h d’obscurité et une température de 22°C à la lumière et  

19°C à l’obscuri té pendant 5 semaines pour l’inocul ati on sur rosette . 

 

Des plants de chou (Brassi ca oleracea var. Bartolo - Bejo Seeds, Oceano, Californi e ) cultivés en gode ts 

7x7 en chambre de culture (photopériode 16h de jour, 19°C nuit et 21°C jour - équipe INEM de l’IRHS) ont  

été utilisés au stade 3-4 feuilles vraies. 

3. 1. 2.  Maté r iel micro b iolo g ique 

Les différentes inocul ati ons ont été réalisées avec la souche sauvage 43 d’A. brassi ci col a (Abra43 W T 

– isolée à partir de semences de radis en 2001 - Iacomi-V asil e scu et al., 2002) et la souche saprophyte A.  

alternata 42 (Aa42 - Bessadat et al., 2014). Les souches sont maintenues par repiquages successi fs sur un 

milieu PDA (Potato Dextrose Agar : extrait de pomme de terre 0,4% (p/v) ; glucose 2% (p/v) et agar 1, 5%  

(pv)) à 24°C. 

3. 1. 3.  Prépa ratio n des inocula 

Des suspensi ons de conidie s des souches Abra43 et Aa42 ont été réalisées à partir de cultures d ’ une  

semaine sur PDA. Les conidie s ont été récupé rées dans de l’eau stérile par grattage de la culture mycéli e n n e  

à l’aide d’une lame de scalpel stérile . Les suspensi ons sont ensuite cal ibrées à 105, 104 et 103 conidie s/m L à  

l’aide d’une cellule de Thoma. 

Pour l’inocula ti on des siliques d’A. thaliana, des suspension s de conidie s pour les souches Abra43 e t  

Aa42 ont été réalisées selon le même protocol e que précédem m ent mais en ajoutant du Tween 20 (0, 01 %  

v/v- Sigma-Aldri ch, Saint-Loui s, USA). 

3.2. Inoculation sur plantes 

3. 2. 1.  Inoculatio n de choux 

Afin de vérifier l'état saprophy te d’A. alternata 42, des choux au stade 3-4 feuilles vraies, placés dans 

une mini-se rre au fond de laquelle de l’eau a été ajoutée, ont été inoculé s par dépôt de suspensi on conidi e n n e  

d’Abra43 et Aa42 calibrée s à 105, 104 et 103 conidie s/m L, respecti vement, comme représenté sur le schém a 

en Figure 11. 
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Chaque mini-se rre a ensuite été recouve rte d’une bâche noire pendant 48h. Durant toute la durée  

des expérim entat ions (5 à 8 jours), les mini-se rre s ont été placées en enceinte climatique (photopé ri ode : 8h 

de jour et 16h d’obscuri té, 70% d’hygrom étri e et  22°C le jour et 19°C le nuit).  Des photograp hi es ont été  

réalisées 7 jours après l’inocul ati on pour permett re de compare r les symptôm es produit s suivant les différe nt e s 

conditi ons. 

3. 2. 2.  Inoculatio n de rose tte d’A. thaliana 

 Des plants d’A. thaliana de l’écotype Landsbe rg erecta (Ler) et Columbia 0 (Col 0), cultivées en 

enceinte climatique pendant 5 semaines ont été disposés dans 2 mini-se rre s au fond desquell e s de l’eau a été  

ajoutée. 

 Les 2 feuilles les plus développées sur chaque plante ont été inoculées par un dépôt de 5µL d ’ une  

suspensi on conidienne d’Abra43 et Aa42 (Figure 12). Un témoin non inoculé est réalisé en déposant sur le s 

feuilles une goutte de 5µL d’eau + Tween 20 (0,01% v/v). Pour chaque écotype étudié, 28 plantes répart i e s 

de façon aléatoire (Figure 13), ont été inoculées soit 4 plantes par conditions : témoin non inoculé, suspen si o n 

d’Abra43 calibrée à 105, 104 et 103 conidies/ m L, suspensi on d’Aa42 calibrée à 105, 104 et 103 conidies/ m L. 

Les plantes ont ensuite été placées en enceinte climatique : pendant 48 heures à l’obscuri té et en 

humidité saturante puis de nouveau dans les conditi ons de culture.  Des photographi e s ont été réalisées 7 

jours après l’inoculati on pour permett re de comparer les symptôm es produit s suivant les diffé re nt e s 

conditi ons. 

La surface des nécroses a été évaluée visuellem ent par la mesure, à l’aide d’une réglette, de 2 

diamètres (D1 et D2) perpendi cul ai re s. La surface de la nécrose a été calculée grâce à la formule suivante  :  

S (mm²) = ϖ x (D1/2 x D2/2) (D1 et D2 en mm et ϖ = 3,1416) 

 Les mesures ont été réalisées à 7 jours après inoculati on. Des tailles moyennes de nécroses avec des 

écarts-types ont été calculés pour chaque traitement , grâce au logiciel Excel.  Ces données ont été testées 

statistiquem ent grâce au logiciel R 3.3.2. Le test de Shapiro a montré que les données ne suivent pas la loi  

normale, un test non paramétri que a donc été choisi (Kruskal -W alli s). Une compara ison multiple a été fai te  

grâce au test de Tukey HSD avec un seuil de significa ti vité de 5%.  

3.3. Préparation des graines contaminées 

3. 3. 1.  Conta m inatio n naturelle par inoculatio n de siliques d’A. thaliana 

Des plants d’A. thaliana, placés dans une mini-se rre au fond de laquelle de l’eau a été ajoutée, sont  

réparti s en fonction des 3 conditi ons testées (Abra43 , Aa42 et témoin eau). 

Neuf plantes par souche fongique testée et 9 plantes témoins ont été choisies au stade 10 siliques sur 

l’axe principal. Seules les 5 siliques les plus âgées ont été inoculées à chaque extrémité par un dépôt d’ une  

goutte de 2,5µL de suspensi on conidienne (Figure 14) calibrée à 105 conidie s/m L contenant du Tween 20 

(0,01% v/v). Les 9 plantes témoins ont été traitées de la même manière mais avec de l’eau milliQ conten a n t  

du Tween 20 (0,01%  v/v). 

Les plants ont ensuite été placés en enceinte climatique à l’obscuri té et avec une humidité satura n t e  

pendant 48h puis sous une photopériode de 16h de de lumière (22°C ) et 8h  d’obscurité (19°C ) penda n t  

environ 8 jours.
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Après 10 jours, les siliques de chaque plante ont été prélevées à l’aide de pinces stériles et placée s 

individuell em ent en microtubes puis conservées en chambre froide à  4°C jusqu’à l’utilisati on des graines.  

3. 3. 2.  Conta m inatio n artif ic ielle de graines d’A. thaliana 

Des graines d’A. thaliana de l’écotype Ler ont été artificiell ement contaminées par Abra43, A a42 

(suspensi ons de conidie s calibrées à 105, 104 et 103 conidie s/m L) ou traitées avec de l’eau (témoin négati f) ; 

elles ont servi de matériel biologique de départ pour les différentes expérim entati ons.  

Les graines placées en microtubes de 2mL, ont tout d’abord été désinfe ctées par ajout d’1mL d’étha n o l  

70%. Après 1 mn d’incuba ti on, les graines ont été centrifugées, le surnageant est éliminé. Un microl i t r e  

d’hypochl o rite de sodium à 3% a été ajouté pendant 15 mn avant rinçages des graines à l’eau stérile. 

La contamina ti on des graines a été réalisée dans des microtubes par ajout d’1mL d’une suspen si o n 

condienne d’Abra43 ou Aa42. Un témoin négatif a été réalisé par ajout d’1 mL d’eau stérile. Les graines ains i  

contaminées pendant 1h ont été séchées dans des boites de Petri stériles puis stockées à 4°C en cham b r e  

froide. 

3.4. Suivi de l’évolution de la maladie 

Afin d’illustre r l’évolution de la maladie induite par A. brassi ci co la, des graines issues de la  

contamina ti on artificie lle (réalisée comme indiqué dans le paragraphe 3.3.2. ) ont été semées sur milieu eau  

gélosée. 

 Les différents niveaux d’infect ion par le champignon nécrot rophe ou saprophyte ont pu être obse rv é s  

à la loupe binocul ai re reliée à une caméra (Makrolite. Vision enginee ri ng, France ) et grâce au logiciel Vis i on 

METCA D version 6.1.4 qui a permis de prendre des photographi e s des différents symptôm es de la plante non 

contaminée au stade mort de la plante. 

3.5. Localisation du champignon dans les tissus de la graine et de la 
plantule 

3. 5. 1.  Prépa ratio n des écha ntillon s 

Les échantill ons ayant permis de réaliser les observati ons au microscope en fluorescence et en 

microscop ie confocal e à balayage laser sont issus des contaminati ons artificiel le s et naturell e s de graines d’A .  

thaliana . Les différents stades de développem ent de la graine non germée à la  plantul e ont été observés. Pour  

cela, des semis sur milieu eau gélosée et sur membrane ont été réalisés de la même manière que pour le s 

deux échelles. 
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3. 5. 2.  Colo ra tio n au solophé nyl et observa tio n au microscop e en fluore sce nce 

Des graines sèches d’A. thaliana ont été immergées pendant 10 minutes à l’obscurité dans un bain de  

solophényl* flavine (Hoch et al., 2005 - Figure 15) puis rincées 2 fois dans du tampon phospha te 100m M à  

pH 7,2. Il s’agit d’un colorant permet tant de mettre en évidence les hyphes fongiques mais qui ne colore pas 

les conidie s du champignon. 

Les graines ont ensuite été montées entre lame et lamelle dans du glycérol 50% (v/v). Les lam es 

ainsi préparées ont été conse rvées à l’obscurité et en chambre froide à 4°C jusqu’ à l’observat ion.  

Les échantill ons ainsi colorés ont été observés au microscope DM 4500B couplé à une lam pe  

fluorescente ebq100 (Leica, Solms, Allemagne) avec un filtre GFP-FITC (excitat ion à 490nm et émission à  

520nm ). Le logiciel Leica Applicati on Suite a été utilisé pour acquéri r les images.  

3. 5. 3.  Coupes fines de graine s et plant u les d’A. thaliana 

Des coupes semi-fi nes de 10µm d’épaisseur de graines saines ou contaminées avec Abra43 et A a42 

pour tous les stades de développem ent de la plante (0h, 6h, 54h et 80h après semis des graines ) ont été  

réalisées au cryostat (Leica CM3050S, Solms, Allemagne – Figure 16) disponibl e sur le plateau IMAC. Le  

cryosta t est un instrum ent permettant la congél at ion rapide d’échantill ons et la réalisati on des coupes de 0, 5 

à 300µm d’épaisseur dans une enceinte dont la tempéra ture peut être abaissée jusqu’ à -40°C. 

Les graines ou plantule s ont été disposées dans un milieu d’enrobage Tissue Tek® (Sakura, USA), sur 

une platine réfrigé rée pendant quelques minutes (Figure 16 A), puis fixées au cylindre porte-obje t, dans 

l’enceinte du cryostat à -20°C. Ce milieu Tissue Tek®, composé de 10,24% d’alcool polyvinyli que, 4,26% de  

polyéthyl ène glycol et 85,50% d’ingrédi ents non réactifs, est un support d’incorpora ti on qui lie, entoure et  

recouv re l’échantill on pour permet t re d’obtenir une tempéra ture de coupe optim ale. Les échantill ons ains i  

préparés peuvent être conservés à -80°C jusqu’ à la coupe.  

Les échanti ll ons ont ensuite été coupés avec une lame couteau en acier. Les coupes ont été récupé r é e s 

sur une lame porte objet (Supe rF rost® Plus, Menzel -g laze r, Allemagne) et conservées à l’obscuri té et à 4°C  

jusqu’ à la colorati on et à l’observat ion en microscopi e.  

3. 5. 4.  Colo ra tio n au solophé nyl de graine s et obse rva tion en micro sco p ie confo cale à balaya ge 

laser 

Les coupes réalisée s au cryosta t ont été colorées au solophényl directem ent sur la lame pendant 10 

minutes à l’obscuri té. Les lames ont ensuite été lavées dans du tampon phospha te 100m M à pH 7,2.  Les 

coupes sont montées entre lame et lamelle dans du glycérol 50% (v/v), et conservées à l’obscurité et à 4°C  

jusqu’ à l’observati on en microscopi e confocal e à balayage laser (NIKO N A1 – NIKON Instrum ents Europ e ,  

France - plateau IMAC).  Des essais avec un autre milieu de montage utilisé au SCIAM ont également été  

réalisés. Il s’agit du fluoromou nt (Sigma-Aldri ch, Saint-Loui s, USA).
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4. Résultats 

4.1. Développement de la maladie 

Dans un premier temps, des graines artificiel lem ent contaminées par A. brassici col a ont été sem ées 

sur un milieu eau gélosée afin d’obse rve r le développem ent de la maladie à l’échelle macroscopique et de  

suivre le développement de la maladie du stade de graine sèche au stade de jeune plantul e (Figure 17). Une  

fois semées, les graines sont incubées dans une enceinte climatique pour une durée de 10 jours au cours de  

laquelle le développem ent de la maladie à la loupe binocul ai re a été suivi. Avant la germina ti on, le champi g n o n 

se développe à la surface de la graine mais peut aussi pénétre r à l’intérieur. Ensuite, une fois que la plantul e  

est pleinem ent développée, il a été possibl e d’obse rve r plusieurs cas de figure :  

- le champignon peut se développe r sur la graine mais ne peut pas affecte r la plantul e, dans ce cas il 

reste au niveau de l’enveloppe de la graine après la germinati on (Figure 17 B) 

- le champignon se développe au niveau de la graine et colonise la totalité de la plantul e sans toute f o i s  

engendrer de symptôm es. Dans ce cas, on observe la présence de con idies sur l’enveloppe ma i s 

également au niveau de l’hypocotyl e et des cotylédons (Figure 17 C) 

- le champignon se développe sur toute la plante et déclenche l’appariti on de nécroses au niveau des 

cotylédons (Figure 17 D) 

- le champignon peut entraine r l’appari ti on de symptôm es de nécroses au niveau des cotylédons ma i s 

aussi au niveau de l’hypocotyl e lorsque la maladie est plus sévère (Figure 17 E) 

- Enfin dans certains cas, le développem ent de la maladie peut aller jusqu’ à la mort de la plante lorsqu e  

celle-ci est toute nécrosée (Figure 17 F). 

 

Ce test ayant été réalisé sur des graines contaminées artificiell em ent , chaque graine présen t e  

potenti ell ement la même charge en pathogène et cela permet d’obteni r un lot de semences contami n é e s 

homogène. Ces observat ion s montrent que même si les graines ont été contaminées de la même façon, l’issue  

du développem ent de la maladie n’est pas toujours le même. C’est également pour cette raison qu’il est  

intéressant de regarde r à l’intérieur des graines afin de voir où se situe  plus précisém ent le champignon. 

 

Les photographi e s présentées dans cette figure montrent des graines et plantule s contam inées pa r 

Abra43, les résultats obtenus après une inocul ati on par Aa42 (souche saprophy te ) mettent en évidence des 

symptôm es similaires. Le but de mon stage étant de compare r l’impact d’une souche pathogène à celui d’ une  

souche saprophyte sur des graines en germinati on, i l est primordi al de vérifier la pathogéni cité des deux  

souches Abra43 et Aa42 pour confirm er que l’on travaille bien sur une souche pathogène et une souch e  

saprophy te. 
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4.2. Vérification de la pathogénicité des souches fongiques 

4. 2. 1.  Inoculatio n sur feuille de chou 

Une série de plants de choux a été inoculé e avec des suspensi ons calibrées de conidie s d’Abra4 3 ,  

Aa42 ou traitée avec de l’eau, et observée 8 jours après inoculati on. Des photographi e s ont été prises en fi n 

d’expérim entati on (8 jours) afin de pouvoi r compare r les symptômes provoqués par la souche pathog è n e ,  

Abra43 et la souche saprophy te, Aa42. 

 

 Aucune nécrose ne s’est développée sur les feuilles témoins (Figure 17 A) qui ont été traitées avec de  

l’eau. Il en est de même pour les feuilles inoculées avec la souche 42 d’A. alternata, quelle que soit la  

concent rati on appliquée (Figure 17 D). Des nécroses avec la souche Abra43 WT, visibles dès le 3ème jour après 

l’inocula ti on, sont présentes sur les feuilles de chou  (Figure 17 C). Il faut noter que la taille des nécroses est  

plus importante avec une suspensi on de conidie s calibrée à 105 conidie s/m L qu’avec une inocul ati on avec une  

suspensi on calibrée à 103 conidie s/m L. 

 Ces résultats sur feuilles de chou ont permis de vérifier les différences de pathogé ni cité entre les deux  

souches. 

4. 2. 2.  Inoculatio n sur rose tte d’A. thaliana 

Pour tester la pathogénic ité des deux souches égalem ent sur feuilles de rosette s d’Arabidopsi s, deux  

écotypes Ler et Col 0, connus pour leur différence de sensibilit é à A.brassi ci col a ont été inoculé s avec des 

suspensi ons calibrées de conidie s d’Abra43, Aa42 ou traités avec de l’eau. Les symptômes ont été observé s 7 

jours après inocula ti on (Figure 19) et la taille des nécroses a été mesurée (Figure 20).  

 

Lorsqu’ on inocule avec A. brassici col a, quel que soit l’écotype, plus la suspensi on conidien ne est  

concent rée, plus la taille des nécroses est importante (Figure 20). L’écotype Ler étant plus sensibl e que  

l’écotype Col0. 

 Lorsqu’ on inocule avec A. alterna ta (Aa42), des nécroses de faible taille (environ 1,5 mm²), ont été  

observées au niveau de la zone de dépôt de la goutte pour les deux écotypes après inocula ti on à 10 5  

conidie s/m L. Ces nécroses ne progressent pas par la suite et ne sont pas présentes lorsqu’ on diminue la  

charge en champignon. Nous considérons donc qu’il ne s’agit pas de symptôm es liés au développem ent du 

champignon dans les tissus mais d’une simple réaction non hôte liée au dépôt.  

 

 Une différence de pathogéni cité d ’Abra43 (souche pathogène ) par rapport à la Aa42 (souc h e  

saprophy te ) a donc pu être démontrée 
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4.3. Observation de graines entières en microscopie à fluorescence 

Les observa ti ons au microscope en fluorescence ont été réalisées sur des graines entières infecté e s 

ou non, après une colorati on au solophényl des hyphes fongiques. Les graines ont été colorées avec du 

solophényl qui permet la visualisat ion en fluorescence grâce à un filtre GFP -FITC. Les images présentées dans 

la figure 21 correspondent aux trois conditions testées : inoculati on par Abra43, Aa42 et témoin eau. Les 

images en fluorescence sont mises en regard avec les images prises en lumière blanche permettant de  

visualiser l’ensem ble de la graine.  

 

La colorati on d’une graine saine permet de mettre en évidence l’intégri té de la structure d’une gra i ne  

d’A. thaliana (Figure 21 A et D). Les figures 13 B et E présentent une graine contaminée par Abra43, sur 

l’image en lumière blanche des conidie s sont présentes en surface de la graine. Cette observati on est reli ée  

avec l’observa ti on en fluorescence de cette même graine. En effet, un mycélium abondant es t observé sur 

l’ensem ble de la graine et semble la recouvrir. Les figures 13 C et F présentent une graine contaminée pa r 

Aa42, il a également été possibl e de mettre en évidence la présence de mycélium autour de la graine.  

A ce stade, l’observa ti on en fluorescence permet de confirm er que le solophényl colore bien les hyphe s 

fongiques mais pas les conidie s (visible s en lumière blanche – Figure 21 E). L’obse rvati on des graines enti è re s 

permet de vérifier qu’il y a bien présence d’un mycélium entourant les grai nes. Cependant , il n’est pas poss i b l e  

à partir de graines entières de mettre en évidence une éventuelle différence de localisati on en tre la souch e  

pathogène Abra43 et la souche saprophyte Aa42. L’obse rva ti on des graines en fluorescence ne permet pas de  

donne r plus d’informati ons que l’imageri e confocal e à balayage laser sur graine  entière, c’est pour cela que  

nous proposons de réaliser des coupes de graines au cours de la germinat ion afin de montre r une éventu e l l e  

différen ce de localisati on entre les deux souches. 

 

4.4. Mise au point de coupes de graines au cryostat 

Des coupes de graines ont été effectuées afin de mieux comprendre la dynamique de colonisa t i o n 

d’une souche pathogène vis-à-vi s d’une souche saprophyte et de détermine r avec plus de précisi on la  

localisati on en profondeur du champign on dans les tissus de la graine. Les travaux antérieurs étaient focal i sé s 

sur la graine sèche. Dans cette étude, les manipul ati ons et observat ions sont réalisées sur des échantil l o n s 

représenta ti fs d’une cinétique de germina ti on de 0 à 80h après semis (stade plantule ). Les coupes de gra i ne s 

sont habituell em ent réalisées sur des graines imbibées afin de rendre les tissus plus mous mais dans cet te  

étude le stade de graine sèche est important puisqu’il constitue le point de départ de notre cinétique. Il est  

donc primordi al d’obteni r des coupes de ce stade particuli e r et de pouvoi r suivre l’évolution de la localisa t i o n 

du champignon en foncti on du développem ent de la plante.  
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Les tissus de la graine d’A. thaliana étant très fragiles il a été choisi de réaliser les coupes dans 

l’enceinte d’un cryostat à -20°C en plaçant les échantil lon s dans un tissu d’enrobage permettant de lier le s 

échantil lon s et de les coupe r à une température optimale. Le gel Tissue Tek® qui ne laisse aucun résidu au 

contact de la lame permet de dépose r les coupes sur la lame sans les endom m ager (Figure 22). Il est ains i  

possibl e selon la taille de l’échanti ll on de dispose r plusieurs coupes de graines sur une lame permet tant de  

faciliter les colorati ons et l’observat ion au microscope.  Cette technique permet donc bien de réalise r des coupe s 

de graines sèches, imbibées ou à des stades de développem ent plus tardifs.  

 

Une fois déposées sur une lame, les coupes ont été observées au microscope photonique à fond cla i r 

afin de vérifier que les échantil lon s ne s’étaient pas abîmés. Les images présentées dans la figure 23 mont re n t  

des coupes de graines non contaminées de 10µm d’épaisseur. Il est ainsi possibl e de voir que les graines ont  

été coupées sans être endom m agées et que l’on peut distingue r les différents tissus de la gra ine : tégum e n t  

externe et interne et l’embryon. Des observa ti ons de coupes de graines contaminées par Abra43 ont pe rm i s 

de mettre en évidence la présence du champignon dans les tissus de la graine (Figure 24). 

 Des observa ti ons de coupes réalisées sur des jeunes plantul e s, permettent de montre r que les coupe s 

sur ces organes très fragile s que sont les cotylédons sont réalisab le s et pourraient permett re après colora t i o n 

une visualisati on de la présence du champignon dans les tissus cotylédonai re s  (Figure 25). 

4.5. Observations des coupes en microscopie confocale à balayage laser 

Les souches fongiques utilisées pour contamine r les graines n’étant pas marquées (par un 

fluorochrome par exemple ), il est donc nécessai re de les colorer afin de pouvoi r les observe r en microsc o p i e  

confocale à balayage laser.  Après vérifica tion de l’intégrité des échantill ons, les coupes ont été colorées au 

solophényl puis montées entre lame et lamel le dans du glycérol . Les résultats obtenus n’ont pas pe rm i s 

d’obtenir des lames observabl es au microscope confocal. Différentes hypothèses ont été proposées afi n 

d’essaye r de trouve r l’origine de l’altérati on des coupe s pendant l’étape de montage suivant la colorat i o n.  

Ainsi, l’effet de la tempéra ture ambiante sur les coupes, l’effet de l’étape de colorati on ainsi que le montag e  

ont été mis en cause. 

De plus, le protocol e utilisé (identi que à celui utilisé par S. Pochon en 2012), ne prévoit pas de fixa t i o n 

des échant ill ons avant la colorati on. Cela peut donc entrai ne r un décollem ent des coupes pendant le montag e .  
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5. Discussion 

La transmi ssi on à et par les semences est une étape clé du cycle de développem ent de certains agents 

phytopa thogènes et notamm ent d’A. brassi ci co la . Cet agent pathogène, responsabl e de la maladie des taches 

noires sur les Brassicacées engendre des pertes de rendem ent importantes. Ainsi , il est primordi al d’améli o r e r 

la compréhensi on des mécani sm es de transmi ssi on du pathogène à la semence afin de trouver de nouv ea u x  

moyens de lutte contre la maladie et d’assure r une bonne qualité sanitai re des lots de semences. Afin de  

répondre à cette problémati que, l’équipe FungiSem a mis en place le pathosystèm e modèle A. brassi ci co la / 

A. thaliana afin d’étudi e r la transmi ssion du champignon de la plante mère à la semence (Pochon, 2012 ; 

N’Guyen, 2015 ). Il est maintenant utilisé dans le cadre de la thèse d’E. Belmas pour l’étude du pathogène pa r 

la semence. 

 

Jusqu’ à présent, les travaux réalisé s se focalisaient sur la phase de transmi ssi on de l’agent pathog è n e  

à la graine sèche. Afin d’amélio rer la compréhensi on de la dynamique d’infecti on d’une graine par le  

champignon et de mieux localise r ce dernier dans les tissus, nous nous sommes intéressé au devenir du 

champignon au cours de la germinati on de la graine. Ainsi, des cinétiques de germina ti on ont été réali sée s  

avant mon arrivée pour identifi er les stades physiol ogi ques clés de germina ti on de la graine jusqu ’à l’obtent i o n 

du stade plantule. L’échell e de développem ent qui découl e de cette expérim entat ion a permis de se focal i se r 

uniquem ent sur quatre stades clés pour l’ensem ble des études. On cherche ainsi à mieux comprendre le s 

mécani smes d’infecti on ayant lieu durant tout le processus de germina ti on en s’intéressant à 4 stades de  

développem ent particuli e rs de la plante : graine sèche, 6h d’imbibiti on, émergence de la radicule  (54h après 

semis), plantul e (80h après semis). Ces 4 points feront l’objet d’une comparai son entre une contamina t i o n 

par une souche d’Alterna ri a pathogène (Abra43) ou par une souche d’Alterna ri a saprophyte (Aa42).  

Lors de sa thèse, Stéphani e Pochon a fait une étude tissulai re et cellulaire de la transmi ssi on du 

champignon aux semences d’A. thaliana à travers la silique. Elle a notamm ent montré par microsc o p i e  

électroni que à balayage que le mycélium colonise activem ent la surface de la graine en produi s a n t  

ponctue llem ent des conidie s (Pochon et al., 2012) et des points de pénétrati on ont été observés, laissant  

suppose r que le champignon pénètre à l’intérieur de la graine. Toutefoi s , elle n’a pas pu déterminer la  

profondeur jusqu’à laquelle le champig non colonise les tissus de la graine bien qu’en 2010 une étude ait  

montré qu’en cas d’attaques sévères, le champignon peut atteindre les tissus embryonnai re s (Kohl et al.,  

2010). De plus, E. Belmas au cours de sa thèse au sein de l’équipe FungiS em a pu observe r que des gra i ne s 

présentant un niveau de contamina ti on élevé sont également affectées dans l eur capacité germinat i v e ,  

suggé rant que l’embryon puisse être impacté dans certains cas par la présence du mycète. 

E. Belmas a également observé des graines à différents stades de germinat ion en microsc o p i e  

électroni que à balayage . Ces observati ons ont permis de confirm er que le mycélium d’A. brassici col a se  

développe de façon superfi ci ell e sur la graine avant de pénétre r à l’intérieur du tégument . Il semblerait que  

cette pénétrati on se fasse soit directement, soit indirectem e nt, à travers des brèches à la surface de la gra i ne  

(Figure 26).
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Même lorsque le champignon est inoculé sur la graine de façon artificiell e, il est capabl e de la coloni s e r 

de façon active puisque les conidie s sont capable s de germer et de forme r un mycélium. Lorsqu’ on prend la  

cinétique de germinati on de la graine dans son ensem ble, le champignon pénètre à l’intérieur du tégum e n t  

aux stades de graine sèche et de graine imbibée mais lorsque celle-ci germe, il reste au niveau de l’envel op p e  

de la graine et n’atteint pas la racine ni les cotylédons lorsqu’ on arrive au stade plantule .  

Bien qu’A. alternata soit un saprophy te, aucune différence n’a pu être mise en évidence par rappor t  

à la souche pathogène d’un point de vue microscopique concernant le développem ent du champignon sur la  

graine jusqu’ au stade plantul e. Aux stades de graine (0h) et de graine imbibée (6h), le champignon pénè t r e  

à l’intérieur du tégument de la graine mais lorsque celle-ci germe, il semble rester au niveau de l’envel op p e  

et ne pas atteindre la plantul e.  En effet, des nécroses de petite taille sont visibles après l’inocula ti on de cet te  

souche, celles-ci ne progressent pas par la suite donc nous considérons qu’il ne s’agit pas de symptôm es lié s 

au développem ent du champignon dans les tissus mais d’une simple réaction non hôte liée au dépôt.  De plus,  

le milieu eau gélosée contenant des sucres, le champignon est dans les conditi ons optimal e s pour so n 

développem ent.  

 

L’enjeu technique de ce stage consistai t en la réalisation de coupes fines de graines d’ A. thaliana à  

différents temps physiol ogi ques, dans le but de pouvoi r étudier la localisat ion du champignon pendant la  

germinati on de la graine et ce de 0 à 80h après semis, le dernie r stade correspondant au stade plantule. La  

réalisati on de ces coupes constitue un défi technique du fait de la fragili té du matériel végétal utilisé.  

La technique mise en place a permis d’obteni r des coupes de bonne qualité présentant des ti ssus 

intacts. Elle consiste à coupe r les échantill ons dans un gel à l’intérieur d’une enceinte réfrigé rée à -20°C. C’est  

également une technique rapide car elle permet d’utilise r les échantill ons directem ent à l’état frais en 

s’affranchi ssant de l’étape de fixation général em ent nécessai re avant d’inclure . Ces coupes constituent no t re  

matériel biologique de départ pour les observa ti ons en microsco pi e confocal e à balayage laser après colora t i o n 

du champignon.  

De plus, la technique de coupe utilisée est fastidieuse et très délicate à mettre en œuvre, elle engen d r e  

beaucoup de pertes de coupes du fait de la perte d’intégrité des tissus lors de celle -ci. Il est ains i  

particul iè rem ent compliqué de travailler sur un nombre d’échant ill ons satisfai sant. L’obje cti f final est  

d’obse rve r un grand nombre de graines au cours du processus de germina ti on afin de localiser avec plus de  

précisi on la souche pathogène ainsi que la souche saprophy te dans les tissus de la graine en germinati on.  

 

La coloration de graines entières a permis de mettre en évidence la présence d’un mycélium abond a n t  

sur les graines contaminées par Abra43 comme l’avait déjà montré S. Pochon en 2012 par une appro c h e  

d’image ri e confocal e à balayage laser. Ces observati ons ont permis de confirmer la faisabili té de la colora t i o n 

sur graines entières et ainsi d’essaye r de transfé re r cette technique sur les coupes de graines.
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Lors de la colorati on et du montage des coupes de graines, des problèm es ont été rencont r é s 

concernant le maintien des coupes sur la lame.  Il a été montré que c’est lors du montage entre lame et lame l l e  

que les coupes sont perdues ou abîmées. Plusieurs facteurs ont donc été testés afin d’en identifie r la cause :  

- Effet de la tempéra ture :  le fait de mettre les coupes à tempéra ture ambiante pendant la colora t i o n 

et avant l’observa ti on a été mis en cause mais nous avons consta té  que les coupes restent intactes.  

- Effet de la colorati on : Le colorant en lui-mêm e ou l’opérati on de lavage au tampon phosphate peut  

également poser problèm e. Le milieu de montage, le glycérol a également été remplacé par le  

fluorom ount utilisé au SCIAM, mais les résulta ts obtenus avec les deux milieux de montage ne sont  

pas satisfai sants. 

 

Ces observati ons nous ont condui t à penser que les coupes ne se maintiennent pas ou sont écrasé e s 

lorsqu’ ell e s sont mises dans le milieu de montage et recouvertes par la lamelle.  Il a été choisi d’ajoute r de  

l’adhési f double face entre la lame et la lamelle au moment du montage pour suréleve r cette dernière et évi te r 

l’écrasem ent des coupes. Les résulta ts obtenus n’ont pas permis d’obteni r des lames observabl e s au 

microscope confocal. 

De plus, le protocol e utilisé, ne prévoyant pas de fixation des échantill ons avant la colorati on. Il aura i t  

été intéressant de faire un test en fixant les échant i ll ons avant de faire le montage afin de les préser v e r .  

Cependant cette fixation doit être réalisée en suivant un protocol e compat i bl e avec l’o bserva ti on en 

microscop ie confocale à balayage laser. Ce type de fixation, nécessite l’utilisation d’isopentane refroid i que ne  

possède pas le plateau IMAC. Par soucis de temps ce protocol e n’a donc pas pu être testé au cours de m on 

stage car cela aurait nécessité d’aller travailler sur une autre platefo rm e (SCIAM)  

 

La colorati on constituant une limitation importante,  la solution serait de s’en affranchi r en utili san t  

une souche de champignon marquée constituti v ement par des protéines fluorescentes. En effet, une souch e  

marquée pour le champignon saprophy te Aa42 est déjà disponibl e  au laborato ire et pourrait donc permet t r e  

de faire des premiers essais. Pour cela, des contaminati ons artificiel le s et naturell e s devront être réali sée s 

avec cette souche marquée pour obtenir du matériel biologique. Actuellem ent, l’équipe ne possède pas de  

souche équivalente pour A. brassici col a, rendant l’étape de colorati on nécessaire  au moins pour cette espèce .  

Il serait donc intéressant de génére r une souche d’A. brassi ci col a porteur d’un gène codant un deux i èm e  

fluorochrome sous le contrôl e d’un promoteur constituti f. Ainsi, les coupes pourront directement être montée s 

entre lame et lamelle dans un milieu de montage en s’affranchi ssant de la colorati on.  

 

 Afin d’observe r l’intérieur des graines et les plantule s d’Arabidopsi s, une alternati ve serait d’inc l ur e  

les échant ill ons dans des blocs de résine, et de faire des observati ons en microscopi e électroni que à  

transmi ssi on. Cette technique est toutefoi s beaucoup plus longue et coûteuse. La limite de cette technique est  

notamm ent la difficul té à faire pénétre r l’agent fixateur à l’intérieur de la graine (particuli è rement au stade de  

graine sèche).
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6. Conclusions et perspectives 

La maladie du black spot des Brassicacées impacte de nombreuses plantes d’intérêt agronomique de la  

famille des Brassicacées : le chou (Brassi ca oleracea ), le navet (Brassi ca rapa L. subsp. rapa), le co l za  

(Brassi ca napus ) ou encore la mouta rde (Sinapi s alba). Ces pertes économiques importantes peuvent impacte r 

les intervenants de la filière semence mais égalem ent les producteurs (Pochon, 2012). L’étude des 

mécani smes impliqués dans les étapes de transmi ssi on à et par les semences ainsi que de la localisati on du 

champignon au cours du processus d’imbibiti on de la graine est primordi al e pour pouvoir agir et trouve r des 

moyens de lutte. 

 

Cette étude avait pour but de poursuiv re les travaux de S. Pochon en 2012 sur la localisati on d’ un 

champignon pathogène dans les tissus au cours de la germinat ion de la graine . Ainsi la mise en place d’une  

technique histologi que visant à réaliser des coupes de graines et de jeunes plantul e s a été réalisée avec 

succès. La réalisation de ces coupes constituai t le défi technique de ce stage du fait de la fragi lité des gra i ne s 

étudiées. La technique de coupes au cryostat pourra être utilisée en routine par la suite pour les différe n t s 

travaux réalisés sur la localisati on d’un agent pathogène dans les tissus interne s de la graine. Il est poss i b l e  

également d’élargir cette technique à d’autre s pathosystèm es impliqués dans une phase de transmi ssi on à et  

par les semences.  

 

En raison de problèmes d’ intégrité des coupes après la phase de colorati on et de montage , l es résul ta t s 

présentés dans ce rapport ne permettent pas encore de visualise r une souche de champignon pathog è n e ,  

Abra43, et de compare r sa localisati on à celle d’une souche saprophyte, Aa42 . Néanm oins les observa t i o n s 

précédentes conce rnant le développem ent d’un mycélium abondant autour des graines contam inées et la  

présence de points de pénétra ti on des hyphes dans les tissus ont pu être vérifiés. 

Les problèmes de colorati on des coupes et de visualisat ion en microscopi e confocal e à balayage la se r 

devraient pouvoir être contournés en utilisant des souches de champignon marquées constituti vem e n t .  

L’obtenti on de ces souches permet t ra it ainsi de réaliser des contamina ti ons artificiell e s et nature ll e s de gra i ne s 

d’A. thaliana qui serviraient alors de matériel biologique pour les coupes au cryostat. La visualisa ti on du 

champignon dans les tissus de la graine devrait alors être possibl e en microsc opi e confocal e à balayage lase r 

sans colorati on préalabl e. Afin d’amélio re r la visualisati on et la qualité des images obtenues, les tissus de  la  

graine pourront être colorés avec de l’iodure de propidi um selon le protoco le établi par S. Pochon (2012).  

 

 Enfin, ce stage m’a permis de travailler avec des techniques d’histol ogi e (coupes au cryostat ) et de  

microscop ie (microscopi e classique, en fluorescence ) et d’acquérir des compétences et des connaissa n c e s 

reliées au domaine de la pathologi e végétal e. J’aurai s cependant aimé avoir plus de temps pour réaliser des 

tests avec des souches marquées et obtenir plus d’inform ati ons sur la localisati on du champignon en 

microscopie confocal e.
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 La maladie des taches noires, causée par le champignon nécrot rophe Alterna ri a  

brassi ci col a, est responsabl e de pertes de rendem ent chez les Brassi cacées cultivées (chou, col za ,  

moutarde ). La transmi ssi on à et par les semences est une étape crucial e du cycle de développe m e n t  

de ce champignon. Cette étape de transmi ss ion est étudiée dans l’équipe FungiS em via le  

pathosystèm e modèle Alterna ri a brassi ci col a / Arabidopsi s thaliana. Les études antérieures en 

microscopie ont montré la présence d’un mycélium entourant les graines ainsi que des points de  

pénétrati on. Néanm oins, l’impact et la localisati on en profondeur du mycète dans les tissus sont  

peu étudiés. Nous avons travaillé à la mise au point d’un mode opératoi re permettant d’obteni r des 

coupes fines de graines d’A. thaliana, contaminées par une souche pathogène (Abra43) ou par une  

souche saprophy te (Alterna ta 42) à différents stades de développem ent. La réalisati on des coupe s 

est un réel challenge technique du fait de la fragilit é des tissus de la graine.  

Des coupes de bonne qualité ont pu être obtenues mais les étapes ultérieures d’anal y s e s 

(notam m ent la coloration fongique ) ont porté atteinte à leur intégrité. Nous proposons de nous 

affranchi r de cette étape par l’utilisati on de souches marquées constituti v ement par des proté i n e s 

fluorescentes. Grâce à l’obtenti on de ces coupes fines couplée à une observa ti on en microsc o p i e  

confocale à balayage laser, nous espérons améliorer les connai ssances sur la localisa ti on du 

champignon dans les tissus de la graine.  

 The black spot disease, due to Alterna ri a brassi ci col a, a necrotrophi c fungus, is a diseas e  

induci ng economi c problem s on cultivated Brassicaceae (cabbage, rapeseed, musta r d ).  

Transmi ssi on to and by the seeds is a crucial step in the developm ent cycle of this fungus. Thi s  

stage of transmi ssi on is studied in the FungiSem team and is based on the Alterna ri a brassici c o l a  

/ Arabidopsi s pathosystem. Previous studies in microscopy have shown the presence of a  

mycelium surrounding the seeds as well as penetra ti on points. Howeve r, the impact and  the deep 

location in the tissues is under -stu died. We have worked on the developm ent of procedure fo r 

obtaini ng thin sections of A. thaliana seeds, contaminated with a pathogeni c strain (Abra43) o r 

with a saprophy ti c strain (Alterna ta 42), at different stages of developm ent. The realizati on o f 

the cuts is a technical challenge due to the fragility of seed tissues.  

High quality sections have been obtained but furthe r analysi s steps (espec ial ly stai n i n g 

step) have undermined their integrity. We propose to overcom e this step by using strain marked 

by fluorescent proteins. 

Thanks to the obtaini ng of this thin sections linked with an observa ti on in confocal la se r 

scanning microscopy we hope to improve the knowledge on fungi location in seed tissues.  


