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PRESENTATION

Les premidres exportations de bananes datent de 1870. Les Etats Unis d'Amérique
étaient les plus gros importateurs avec 740 000 tonnes, 2 partir de ' Amérique Centrale (Aries &
Cadillat, 1944). A cette époque, le bananier était en Europe une plante presque inconnue; la
banane restait un fruit exotique ne parvenant qu'exceptionnellement dans les pays tempérés.
Aujourd'hui l'exportation mondiale atteint environ 6,5 millions de tonnes (F.A.O., 1986). Cet
accroissement de la production mondiale est évidemment di, d'une part 3 1a dissémination des
variétés dans toutes les régions tropicales & partir des régions d'origine situées principalement
en Asie, d'autre part aux améliorations incessantes des techniques culturales, & I'accroissement
des connaissances sur les exigences écologiques du bananier ainsi qu'au clonage et 3
l'amélioration des variétés. N

Mais l'intensification de la culture bananiére s'est accompagnée d'une spécialisation et

d'un développement des maladies, phénoménes accrus par des échanges internationaux de
matériel végétal parasité, sans regles ou contrles phytosanitaires.
Parmi les maladies du bananier, les maladies fongiques sont principalement causées par
Fusarium oxysporum f.sp. cubense, agent de la maladie racinaire "de Panama" ou "Wilt -
disease" et par Mycosphaerella musicola, agent de la maladie foliaire "de Sigatoka" ou
"Cercosporiose”; les bactérioses, dues essentiellement & Pseudomonas solanacearum, causent
la maladie "de Moko" ou "Bacterial wilt" et les viroses sont a I'origine du "Bunchy top" ou de
la "Mosaique"(virus CMV). Les insectes les plus nuisibles sont les larves de Cosmopolites
sordidus ("Charangon” du bananier) et les Thrips. Enfin, les nématodes sont a l'origine de
baisses importantes de rendement, pouvant aller jusqu'a la mort de la plante; contrairement aux
autres parasites, ils sont présents dans toutes les régions bananitres. Le nématode le plus
universellement connu sur bananier est Radopholus similis. 1l est & l'origine de pertes trés
séveres en Amérique du Sud et Centrale, aux Antilles, en Afrique (Est, Ouest et Centre), et en
Asie.

En 1893, Cobb extrayait ce nématode de racines de Musa sapienturn aux Iles Fiji et le
décrivait sous le nom de Tylenchus similis. En 1939, Mallamaire l'identifiait en Afrique de
I'Ouest sous l'appellation Anguillulina similis. Enfin, Thorne (1949) Iui donnait le nom de
Radopholus similis qu'il a gardé depuis. Le rdle de ce nématode dans le déclin de 1a végétation
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des bananeraies avait été soupgonné trés tot (Ashby, dans Champion, 1963), mais il fallu
attendre I'apparition des premiers nématicides de contact (fumigants du sol pour la plupart)
pour estimer de maniére plus précise l'impact économique de ce nématode (Vilardebo, 1959 et
1960; Loos, 1961; Blake, 1969). D'autres espéces de nématodes parasites du bananier furent
alors décrites et leurs dégats évalués; Helicotylenchus multicinctus, Hoplolaimus pararobustus,
Meloidogyne spp., Pratylenchus coffeae, Rotylenchulus reniformis sont les plus
dommageables (Stover & Fielding, 1958; Luc & Vilardebo, 1961; Perry et al., 1962).

Entre les années 1960 et 1980, l'industrie chimique proposa des molécules nématicides
endothérapiques (Blake, 1972; Tarte & Pinochet, 1981; Vilardebo, 1981 et 1984; Jones &
Milne, 1982; Edmunds, 1984). On assista aussi 4 une amélioration des méthodes de lutte. Des
techniques étaient développées pour assainir le matériel de plantation, comme le parage des
souches (Loos & Loos, 1960; Broadley, 1979), le séchage naturel de leur écorce (Quénéhervé
& Cadet, 1985), le traitement & I'eau chaude (Melin & Vilardebo, 1973; Broadley, 1979) ou
enfin le trempage (Jones & Reynolds, 1980) ou I'enrobage (Guérout et al., 1965; Guérout,
1975; Mateille et al., 1988b) avec des produits nématicides.

Parall¢lement, I'emploi des jachéres ainsi que la submersion des plantations ont été envisagés
(Loos, 1961; Colbran, 1964; Maas, 1969; Edmunds, 1970; Stoyanov, 1971; Roman et al.,
1974; Salas et al., 1976; Jacq & Fortuner, 1978; Rajendran et al., 1979; Sarah et al., 1983,
Mateille ez al., 1988a).

Enfin, les techniques de culture et de multiplication in vitro ont permis l'obtention de matériel
sain (Berg & Bustamante, 1974; Ma et al., 1978; Cronauer & Krikorian, 1984; Hwang et al.,
1984; Bakry et al., 1985; Vuylsteke & de Langhe, 1985; Escalan &Teisson, 1987).

Si tous ces travaux concernent la recherche de moyens de lutte  court terme, un grand
nombre d'études ont été menées parallélement sur l'écologie des nématodes du bananier. Elles
ont permis de rentabiliser les traitements chimiques par une meilleure connaissance des effets
climatiques sur leur efficacité (Jamarillo & Figueroa, 1974; Shafiee & Mendez, 1975; McSorley
& Parado, 1981; Hutton, 1978; Hugon et al., 1984, Quénéhervé, 1988b &c). La nature des
populations de nématodes et leur développement ont été étudiés selon l'influence des types de
sols (Stover & Fielding, 1958; Ayala & Roman, 1963; Varghese & Nair, 1968; Davide, 1980;
McSorley & Parrado, 1981; Quénéhervé, 1988). Enfin, les rapports avec 1a croissance et la
physiologie du bananier ont ét€ abordés (Melin & Vilardebo, 1973; Jamarillo & Figueroa,
1974; Hugon et al., 1984).
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Mais s'il est vrai que ces études ont apporté des progrés considérables dans le domaine
de la protection de la culture bananiére vis a vis des nématodes, il reste évident que toutes les
techniques de lutte actuelles ont des limites car elles n'ont pas permis un assainissement
satisfaisant des bananeraies, résultat d'autant plus décevant que le coiit des traitements est trés
€levé, et non sans inconvénients €cologiques. Devant cette impasse, la recherche ou la création
de variétés résistantes devenaient un objectif important.

Les cultivars triploides, correspondant aux bananes d'exportation, furent testés et reconnus
comme sensibles aux nématodes (Wehunt & Edwards, 1968; Stover, 1972; Roman, 1978;
Tarté & Pinochet, 1981). Les criblages de variétés révélérent en fait des degrés de sensibilité
différents entre les cultivars, plutot que des caractéres de résistance. (Gowen, 1976; Whyte,
1978). La complexité génétique des cultivars triploides et la forte labilité de leurs caractéres
amenerent les chercheurs 2 diriger leurs études sur les diploides, d'autant plus que ces derniers
renferment des cultivars dits résistants (Wehunt et al., 1978), séminiféres, qui offrent donc des
possibilités d'amélioration génétique, chose impossible avec les triploides parthénocarpiques et
stériles.

Mais des études plus poussées montrérent que la résistance ne s'appliquait pas & tous les
nématodes parasites du bananier (Pinochet & Rowe, 1978), méme entre divers pathotypes
d'une méme espéce (Roman, 1978), indiquant par 12 la complexité de la relation plante-
nématode.

Dans ce contexte, il fut envisagé que la résistance puisse étre due 2 la somme de divers
mécanismes biologiques : propriétés mécaniques des tissus parasités (racines et rhizomes),
intervention de substances biochimiques (enzymes par exemple), variation de la composition
des exsudats racinaires, etc. (Pinochet & Rowe, 1978).

L'analyse bibliographique révele trés vite 'absence d'étude approfondie et la
méconnaissance de la pathologie du bananier due aux nématodes. Certes, quelques recherches
ont été€ effectuées sur les cycles biologiques des nématodes les plus importants comme R.
similis et H. multicinctus (Du Charme & Birchfield, 1956; Zuckerman & Strich-Harari, 1964;
Blake, 1966; Stoyanov, 1967) et sur les relations hote-parasite (Loos & Loos, 1960). Mais ces
dernires ont toujours été limitées a des descriptions histologiques rudimentaires : 1'aspect
physiopathologique a été peu ou pas examiné. Ceci a donc motivé notre contribution 2 I'étude
des modalités du parasitisme des nématodes sur vitro-plants de bananier.
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LE BANANIER

1. ESPECES ET EVOLUTION DES MUSA

Les bananiers appartiennent & 1'ordre des Scitaminales (Chadefaud & Emberger, 1960).
Cet ordre regroupe cinq familles dont celle des Musacées. Cette famille se subdivise en trois
sous-familles dont celle des Musoideae comprenant les genres Musa et Ensete (Tab. 1).

Tableau 1 : position du genre Musa dans les monocotylédones (Chadefaud & Embergé, 1960;
Simmonds, 1960).

ORDRE FAMILLES GENRES

SCITAMINALES MUSACEES Musa
‘ Ensete

STRELITZIACEES  Ravenala
Phenakospermum
Strelitzia
Heliconia

LOWIACEES Orchidanta

CANNACEES Canna
ZINGIBERACEES 50 genres
MARANTHACEES 12 genres

Cheesmann (1948) a réparti les especes du genre Musa en quatre sections : les Australimusa,
dont le représentant le plus connu est Musa textilis cultivé pour ses fibres (Uphof, 1959), et les
Callimusa 3 nombre chromosomique 2n = 20, les Rhodochlamys et les Eumusa a nombre
chromosomique 2n = 22,

Clest cette derniére section qui renferme tous les bananiers 3 fruits. Parmi les espéces de cette
section, deux seulement sont 2 l'origine des variétés actuelles, 2 savoir Musa acuminata Colla
et Musa balbisiana Colla. Ces espéces diploides (Cheesman & Larter, 1935), qui possédent
des génomes notés respectivement AA et BB, sont fertiles et se sont croisées 2 1'état sauvage.
On connait assez mal les processus génétiques qui ont conduit aux variétés actuelles. Quatre
mécanismes ont dii intervenir : I'hybridation et la polyploidie, la parthénocarpie, et la stérilité
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gamétique. Ces deux derniers résultent sans doute de mutations. L'absence de meiose au niveau
des gametes femelles a permis la formation de triploides et de tétraploides.

M. acuminata est a l'origine de tous les bananiers parthénocarpiques, seule ou avec la
participation de M. balbisiana. La multiplication végétative par rejets assurait la pérénité de ces
bananiers ainsi que la conservation du génotype (& quelques mutations pres). Aujourd'hui, la
caractérisation électrophorétique des estérases permet de contrbler la stabilité des génotypes
(Horry, 1985). Stover & Simmonds (1987) ont classé€ les vari€tés selon leur génome de la
maniere suivante (Tab. 2) :

- diploides AA : on y trouve la variété Figue sucrée, banane dessert par excellence mais fragile &
I'exportation. o

- diploides AB : il n'existe qu'un hybride naturel, le Ney poovan originaire de 1'Inde.

- triploides AAA : ce groupe comprend les variétés a fruits doux les plus cultivées pour
I'exportation, dont la Gros Michel, les variétés du sous-groupe Cavendish (dont la variété
Robusta ou Poyo), celles du sous-groupe Red et la Yangambi.

- triploides AAB : ce groupe renferme des variétés 2 fruit doux, mais surtout I'important sous-
groupe des Plantains, variétés a cuire.

- triploides ABB : un représentant est le Bluggoe, plus connu sous la dénomination de
Cacambou, variété 2 cuire.

- tétraploide ABBB : seul le Klue Teparod trouvé en Thailande posséde ce génome.

1l n'existe pas de triploide BBB pur. ‘

D'un point de vue économique, les triploides AAA et AAB sont les plus importants; le

groupe AAA renferme toutes les variétés douces les plus exportées avec 2,7 millions de tonnes
pour I'Amérique du Sud (Colombie, Equateur), 2,3 millions de tonnes pour I'Amérique
Centrale (Costa Rica, Panama, Honduras), 400 000 tonnes pour les Antilles, 190 000 tonnes
pour I'Afrique (Cote dTvoire, Cameroun, Cap Vert, Ethiopie, Madagascar, Somalié), 740 000
tonnes pour les Philippines (F.A.O., 1986).
Les Plantains du groupe AAB, cultivés dans toute la zone tropicale, sont considérés comme
plantes vivriéres et constituent souvent dans ces régions la base de I'alimentation humaine.
Ainsi, la production annuelle en Cote d'Ivoire est d'environ 1,15 millions de tonnes, ce qui
représente 21% de la production alimentaire globale (Chataigner, 1979).
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Tableau 2 : évolution des Eumusa (Stover & Simmonds, 1987).

PARENTS EVOLUTION GENOMES GROUPES SOuUs VARIETES
GROUPES
Hybridation Diploides AA Figue sucrée
AB Ney poovan

Polyploidie Triploides @ AAA  Gros Michel Gros Michel

Cavendish Dwarf cavendish
Giant cavendish
Robusta (ou Poyo)
Musa Pisang masak hijau
acuminata E
Colla AA Red Red
Green red

Yangambi Yangambi

Musa

balbisiana AAB Plantain  Type "French plantain"
Colla BB Type "Horn plantain”

Pisang kelat
Mysore
Silk

Pome

Maia maoli

ABB Bluggoe
Pisang awak

Tétraploides ABBB Klue teparod

Du point de vue génétique, la parthénocarpie et la stérilité gamétique de ces cultivars
économiquement importants représentent une impossibilité apparente A 'amélioration.
Apparente en effet, car un espoir est permis grice 2 la variété€ Gros Michel : sa stérilité femelle
n'est pas compléte et I'hybridation A I'aide de pollen de M. acuminata permet d'obtenir des
graines qui donnent des plantes viables mais trés peu nombreuses. L'hybridation avec la variété
Gros Michel comme parent femelle conduit 2 1a formation de tétraploides et de triploides, ces
derniers étant les plus robustes et donc les plus fréquents (Simmonds, 1960). La voie
d'amélioration génétique par mutations provoquées a été peu explorée (Vakili, 1962, 1967;
Menendez, 1973).
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2. ANATOMIE, CROISSANCE ET MULTIPLICATION DU BANANIER

Champion (1963) résumait que "le bananier est une herbe de grande taille, dont chaque
pseudo-tige donne un régime unique, puis meurt, remplacée par des ramifications latérales (ou
rejets). La pérennité est assurée par voie végétative".

' Le bananier, monocotylédone (Deysson, 1967), est une plante herbacée géante a aspect
arborescent (Fig.1). Il présente une vraie tige enterrée trés courte appelée improprement, mais
couramment, bulbe ou rhizome. Les feuilles se développent 2 l'extrémité supérieure de cette tige
souterraine, et I'imbrication des gaines foliaires, selon une phyllotaxie hélicoidale & structure
pentagonale (De Langhe, 1961), forme le pseudo-tronc, terminé par le bouquet foliaire,
La formation des feuilles et la croissance des limbes ont lieu entiérement dans le pseudo-tronc
(Skutch, 1930, Barker & Steward, 1962a). Elles sont soumises aux conditions climatiques et
varient selon les cycles de la culture (Lassouditre, 1978).
L'inflorescence se forme au niveau de la tige souterraine & partir du méristéme apical (Barker &
Steward, 1962b). Elle remonte tout le pseudo-tronc et sort au centre du bouquet foliaire. La
hampe florale se courbe vers le bas, les bractées s'ouvrent, et découvrent les fleurs regroupées
en "mains". Les ovules avortent précocement et les ovaires augmentent de volume sans
fécondation (parthénocarpie) donnant naissance aux fruits appelés "doigts". L'ensemble des
mains constitue le régime.

'Le bulbe est le centre vital du bananier ol s'insérent les feuilles, d'ol nait le bourgeon
floral, ot se multiplient les rejets et, enfin, d'ol partent les racines (Fig. 1). Il est formé d'une
zone interne constituée par un parenchyme médullaire, réserve énergétique du bananier, et
d'une zone corticale de protection. Entre les deux zones se trouve une assise génératrice appelée
couche de Mangin (Skutch, 1932).

Les racines se forment A partir de cette assise génératrice et traversent le cortex des
bulbes. Elles apparaissent au fur et 3 mesure de la croissance du bulbe, donc 2 des niveaux de
plus en plus élevés, donnant un aspect radial au systéme racinaire. La vitesse de croissance des
racines est trés rapide, de 2 a 4 centimétres par jour pour la variété Gros Michel (Lavigne,
1987). Comme !'émission racinaire, elle dépend de 1'dge du bananier, des dates de plantations
liées aux conditions climatiques, de 1a fertilisation, des caractéristiques hydriques des sols et du
parasitisme (Champion & Olivier, 1961; Moreau & Le Bourdell¢s, 1963; Beugnon &
Champion, 1966; Turner, 1970; Lassoudiere, 1971, 1978; Lavigne, 1987). La répartition
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spatiale du systéme racinaire est relativement superficielle (Gousseland & Lavigne, 1984) et elle
dépend de la structure des sols (Summerville, 1939).

Figure 1 : représentation schématique d'un bananier 2 la fructification et de ses rejets (d'aprés
Champion, 1963).
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- A la base des feuilles, sur le bulbe, se forment des bourgeons axillaires dont les plus
externes, qui sont aussi les plus anciens et les moins bloqués mécaniquement par les gaines
foliaires, vont se développer en rejets, assurant ainsi la pérénité de la plante (Lassoudiére,
1979). Pendant une période trés variable, pouvant aller au dela de la floraison du pied-mere,
celui-ci exerce une dominance sur ses rejets fils (Lassoudiére, 1980) dont le systéme foliaire se
développe lentement et ne s'épanouit pas : c'est la phase dite du "rejet a feuilles lancéolées".
Puis, cette dominance est levée, ce qui se traduit par un élargissement des feuilles du rejet qui




prend alors son indépendance nutritionnelle. Plusieurs rejets se forment autour du pied-meére,
mais, dans la pratique, un seul sera conservé et les autres recépés (ou ceilletonnés, dit-on) pour
le cycle suivant (Subra & Guillemot, 1961). Cette multiplication végétative engendre ainsi des
générations successives de rejets (appelés cycles) dont les périodes de développement se
chevauchent: une souche plantée, ou pied meére, donnera une couronne de rejets fils, qui
formeront A leur tour des rejets.

3. LES VARIETES POYO ET GROS MICHEL

Notre choix s'est porté sur ces deux variétés pour deux raisons essentielles. Tout
d'abord a cause de leur intérét économique, puisqu'elles appartiennent aux deux sous-groupes
(respectivement Cavendish et Gros Michel) les plus largement cultivés pour 1'exportation.
Ensuite, parce qu'elles présentent des sensibilités différentes aux pathogeénes telluriques
(nématodes et champignons), bien qu'elles dérivent de la méme espéce sauvage Musa
acuminata et soient toutes deux des triploides AAA. De récents travaux de tests de sensibilité
ont porté sur de nombreuses variétés de bananiers, et ont conclu 2 l'existence de variétés trés
peu sensibles. Mais les critéres d'évaluation de la résistance et de comparaison des variétés sont
trop aléatoires et les résultats trop contradictoires entre les auteurs. La plupart d'entre elles sont
diploides.

La variété Poyo est classée dans les formes moyennes ou semi-géantes du sous-groupe
Cavendish. Elle est connue en Inde et en Malaisie, abondante 2 Madagascar, trés répandue en
Guadeloupe, moins en Martinique. Elle fut réintroduite de maniére importante sur la cote
occidentale de 'Afrique, devenant majoritaire en Cote d'Ivoire et supplantant la variété Gros
Michel au Cameroun. Cette variété se caractérise par sa taille moyenne, un systéme foliaire peu
étendu, des régimes cylindriques et compacts, avec des doigts longs. C'est une variété a forte
productivité, souvent choisie pour sa rusticité. Son cycle végétatif est assez court. Une des
raisons principales de son adoption est sa résistance 2 la "maladie de Panama", causée par le
champignon Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Elle est cependant trés sensible aux autres
parasites (Cosmopolites sordidus, Mycosphaerella sp., virus) et aux nématodes (Luc &
Vilardebo, 1961).

La variété Gros Michel, originaire de Malaisie, est une des plus universellement connues
et cultivées, surtout en Amérique Continentale (du Mexique au sud de 1'Equateur), puis dans
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toute la zone des Caraibes. Elle se distingue de 1a variété Poyo par une taille plus grande, ainsi
qu'un feuillage plus étendu, de couleur plus claire. Elle est malheureusement trés sensible i la
"maladie de Panama", mais moins sensible aux nématodes que la variété Poyo.

Dans tous ces pays, ces variétés portent des noms différents, rendant plus difficile
I'identification et la classification botanique (Tab. 3).
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Tableau 3 : synonymes des variétés Poyo et Gros Michel (Von Leeseke, 1950; Champion,

1967; Stover & Simmonds, 1987).

REGIONS ET PAYS VARIETES
REFERENCES Jamaique Gros Michel Robusta
Trinidad Gros Michel Glant Kig
AMERIQUE GRANDES ANTILLES Guineo gigante
Guaran
ANTILLES FRANCAISES
Guadeloupe Raimbaud Poyo
Martinique Makanguia Grande Naine
Figue Baudin
ANTILLES ANGLAISES
Dominique Badalie Porto Rique
La rose.
GUYANES
Frangaise Bacove beurre
Anglaise Cayenne wakenamm
Hollandaise Congo
AMERIQUE CONTINENTALE
Colombie Platano roatan
Banano
Habano
Guineo
PACIFIQUE Australie Fiji banana Tall mons mari
William's hybrid
Nouvelle Guinée Disu Saina
— Avabakor Lugiria
AFRIQUE NORD & OUEST
Egypte Americani
Guinée Banane baobab Poyo
Cbte d1voire Poyo
CENTRALE
Cameroun Gros Michel Poyo
Mayumbe Lecote
ORIENTALE
Somalie Zanzibarina
Madagascar Tsi ambo tsi iva
Zanzibar Mtwike
ASIE INDES
Ceylan Anamalu
Inde Singapuri Peda pachcha arati
SUD-EST
Birmanie Thihmwe
Thaillande Klue kom tong
Malaisie Pisang ambon Pisang buai
Pisang bunga
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LES NEMATODES
PARASITES DU BANANIER

Depuis la premitre signalisation d'un nématode sur bananier, plus de 138 espéces.
appartenant & 39 genres ont €t décrites comme associées aux musacées. Bien siir, parmi ces
especes, le degré d'association avec le bananier est trés divers et peut aller d'une simple
présence & un parasitisme ubiquiste. Mais il dépend aussi des diverses formes de leur biologie
li€es aux types d'habitats. Ainsi, il existe les nématodes "ectoparasites" qui s'alimentent sur les
racines sans y pénétrer, et les nématodes "endoparasites”, sédentaires et fixés sur, ou 2
I'intérieur des racines, ou migrateurs, se déplagant et se nourrissant dans le cortex racinaire.
Ces divers comportements sont aussi réglés par des modalités nutritionnelles particulieres
(Dropkin, 1969). Mais il est évident que ces comportements induisent des nocivités variables
qui se traduisent par des impacts économiques trés distincts. Les especes, dont la pathogénicité
envers le bananier, et par conséquent l'impact économique, a ét€ démontrée, sont peu
nombreuses mais constamment associées a cette plante. Il s'agit de Radopholus similis,
Helicotylenchus multicinctus, Pratylenchus sp., Meloidogyne sp. et Rotylenchulus reniformis.
En Cote d'Ivoire, ol a €té effectuée cette étude, Fargette et Quénéhervé (1988) ont classé les
nématodes rencontrés en trois groupes : ceux qui sont 2 la fois abondants et fréquents (R.
similis, H. multicinctus et Meloidogyne incognita (endoparasites), auxquels il faut rajouter
Hoplolaimus pararobustus (endoparasite) et Cephalenchus emarginatus (ectoparasite); ceux qui
sont rares mais nombreux quand on les rencontre (Pratylenchus coffeae et R. reniformis); puis
tous les autres rares et peu abondants. Ceci explique notre choix qui s'est porté sur les trois
endoparasites (R. similis, H. multicinctus et H. pararobustus) certainement les plus importants
économiquement dans ce pays, et dont les deux premiers sont mondialement redoutés.

1. RADOPHOLUS SIMILIS (Cobb, 1893) Thorne, 1949,

R. similis (Fig. 2a-d) est répandu dans toutes les régions tropicales et sub-tropicales, 2
l'exception d'Israél, des Canaries, de Chypre, de Créte et de Taiwan (Roman, 1986). II est
actuellement considéré comme un des plus dangereux nématodes pathogénes du bananier dans
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la plupart des régions productrices (Wehunt & Edwards, 1968). Parmi les Musa
économiquement importantes, la grande majorité des bananiers 2 fruits doux et des plantains
sont sensibles (Luc & Vilardebo, 1961; Wehunt et al., 1965), ainsi que les bananiers i fibres
(Musa textilis ). Sa dissémination a été favorisée par les transferts de matériel végétal infesté
entre les pays producteurs (Blake, 1972).

Les effets visibles ou mesurables de R. similis sur le bananier sont le ralentissement de
la croissance (émission foliaire, floraison, maturation des fruits), la diminution du poids des
régimes (Wehunt & Edwards, 1968; Maas, 1969), le mauvais ancrage des bananiers dans le
sol, alors plus sensibles aux tornades tropicales.

L'histopathologie a été étudiée par Blake (1961; 1966). R. similis pénétre dans une
racine entre les cellules du parenchyme cortical, les perfore, s'alimente du cytoplasmé des
cellules et crée ainsi des cavités. Ces cavités fusionnent au fur et 2 mesure de la progression du
nématode, et forment alors des 1€sions caractéristiques de couleur rouge-brun. Ces 1ésions
peuvent atteindre le cylindre central de la racine sans toutefois y pénétrer, I'endoderme agissant
comme une barritre au nématode. R. similis peut migrer depuis les racines vers le cortex des
rhizomes (Loos & Loos, 1960). Occasionnellement, il peut parasiter la base des feuilles les plus
externes qui se trouve juste au dessous de la surface du sol (Wehunt & Edwards, 1968).

Le cycle biologique de ce parasite dure 20 25 jours a une température moyenne de 24 &
32°C sur Tephrosia candida (Loos, 1962). Tous les stades juvéniles et les femelles sont
infectieux. Sa reproduction est généralement amphimictique (Van Weerdt, 1960) mais la
parthénogenese existe aussi (Brooks & Perry, 1962). Les femelles pondent 4 & 5 aeufs par jour
pendant deux semaines; les ceufs éclosent 8 A 10 jours apres. Dix A treize jours séparent le stade
larvaire du stade adulte (Loos, 1962). R. similis est considéré comme un endoparasite
migrateur (son cycle biologique peut se dérouler entierement dans les tissus racinaires ol il se
déplace).

En 1956, Du Charme & Birchfield ont défini deux pathotypes de R. similis, en terme de
préférence d'hote, la race bananier parasitant le bananier, et la race citrus parasitant le bananier
et les citrus. Ces races ont été redéfinies selon leurs nombres chromosomiques, respectivement
4 et 5 pour la race bananier et la race citrus (Huettel & Dickson, 1981; Huettel et al., 1984),
leurs profils enzymatiques et préférences d'hotes (Huettel ez al., 1983 g & b). La "race citrus” a
été récemment nommeée Radopholus citrophilus (Huettel et al., 1986). Mais cette classification
taxonomique nécessite une clarification car, d'une part une race bananier & 5 chromosomes a été
trouvée sur plantain 4 Porto Rico (Rivas & Roman, 1985), d'autre part il existerait pour la race
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bananier plusieurs "biotypes”, en terme de taux de reproduction dépendant des préférences
d'hotes (Pinochet, 1979b; Tart€ et al., 1980).

2. HELICOTYLENCHUS MULTICINCTUS (Cobb, 1893) Golden, 1956.

Ce nématode (Fig. 2e-h) est présent dans toutes les régions banani¢res du monde, méme
12 ou R. similis est absent (Strich-Harari e al., 1966). L'association R. similis-H. multicinctus
est courante dans les zones oil les conditions climatiques (température et pluviosité) sont
favorables 2 la culture du bananier. Dans les zones moins favorables, H. multicinctus devient
le principal parasite. Ce nématode est responsable de baisses importantes de rendement (Mmz et
al., 1960; Colbran & Saunders, 1961; Edmunds, 1969).

H. multicinctus pénétre dans la racine et détruit pour se nourrir les cellules du cortex
racinaire, provoquant de petites lésions nécrosées (Luc & Vilardebo, 1961; Zuckerman &
Strich-Harari, 1964; Blake, 1966). On distingue ces lésions de celles causées par R. similis par
le fait qu'elles sont trés superficielles et qu'elles n'atteignent pas le cylindre central de la racine
(Stover, 1972). Les transformations cytologiques peuvent €tre un rétrécissement
cytoplasmique, une déformation, voire la rupture des parois cellulaires et 'accroissement des
noyaux (Blake, 1966). '

L'espéce est bisexuée et se reproduit par amphimixie. Tous les stades sont présents a
. l'intérieur des racines, et les ccufs mettent environ 48 heures pour éclore (Zuckerman & Strich-
Harari, 1964).

3. HOPLOLAIMUS PARAROBUSTUS (Schuurmans Stekhoven & Teunissen,
1938) Sher, 1963.

Ce nématode (Fig. 2i-1) est présent dans de nombreux pays d'Afrique, généralement
associé au bananier (Whitehead, 1959; Sher, 1963). Plus précisément en Cote d'Ivoire, ce
nématode s'est étendu abondamment sur toutes les bananeraies en l'espace d'une trentaine
d'années (Luc & Vilardebo, 1961; Fargette & Quénéhervé, 1988). Bien que sa nocivité ne soit
pas encore reconnue, cette expansion suscite une attention nouvelle, ce qui explique sa prise en
compte ici. |
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Whitehead (1959) a décrit succinctement les symptOmes racinaires sur bananier. Les
cellules du cortex racinaire se nécrosent juste autour de la téte du nématode, formant une
"pustule” brun-noir qui éclatera par la suite en lésion ouverte. Bien qu'il fiit décrit comme un
ectoparasite, 1a téte enfouie dans la racine et le reste du corps 2 l'extérieur, il présente, sur
bananier, un comportement endoparasite.

Tigure 2: Morphologie des nématodes Radopholus similis, Helicotylenchus multicinctus et
Hoplolaimus pararobustus.
a-d : R. similis (a = femelle; b = mile; c = t€te de femelle; d = téte de maile) d'apres
Orton Williams et Siddiqi (1973).
e-h : H. multicinctus (e = femelle; f = téte de femelle; g = queue de femelle; h = queue de
madle) d'aprés Siddiqi (1973).
i-1: H. pararobustus (i = femelle; j = téte de femelle; k = queue de femelle; 1 = queue de
male, d'apres Siddiqi (1974).

Echelles : a,b: lcm=25um cd: lem = 12,5um
e: lcm =25um f,g h: lcm = 12,5Um
i: lcm = 70um k1 lecm = 18um
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PERTURBATIONS ANATOMO-
PHYSIOLOGIQUES ASSOCIEES AUX
ATTAQUES DE NEMATODES

Comparativement au nombre important de travaux menés et de résultats déji acquis sur
la physiopathologie de la plante due aux champignons, virus ou bactéries (Friend & Threlfall,
1976; Ingram & Williams, 1982; Goodman et al., 1986), les études sur Ia pathologie due aux
nématodes sont moins nombreuses parce que plus récentes (Mountain, 1960; Krusberg, 1963;
Dropkin, 1980; Gommers, 1981; Roy, 1981). Et A ce titre, le nématologiste reconnait devoir
puiser son inspiration auprés des autres disciplines phytopathologiques, aussi bien pour la
méthodologie que pour le mécanisme étudié. En effet, que l'on s'adresse 2 la plante entiére, A
l'un de ses organes ou a la cellule, bien des symptomes histo et physiopathologiques dus aux
nématodes peuvent €tre comparés A ceux provoqués par d'autres parasites. La raison de la rareté
des recherches est simple : le nématologiste s'est plus intéressé 3 lutter contre l'accroissement
des populations qu'a essayer de comprendre les mécanismes de la pathologie et A rechercher les
fondements de la sensibilité. Cependant, 1'urgence de 'amélioration génétique et de la sélection
variétale a récemment stimulé de nouveaux travaux sur les mécanismes de défense (Arrigoni,
1979; Premachandran & Dasgupta, 1983c), sur la résistance (Giebel, 1974 et 1982; Luc &
Reversat, 1985; Dalmasso et al., 1987; Fassuliotis, 1987), sur l'incompatibilité (Kaplan &
Davis, 1987; Lewis, 1987), et sur la tolérance (Wallace, 1987a) aux nématodes.

Ce chapitre aurait pu étre un rappel élémentaire des travaux les plus significatifs en
rapport avec les recherches abordées. Mais vu la rareté des synthéses faites sur la
physiopathologie due aux nématodes, le caractére dispersé des résultats décrits dans la
littérature, et compte-tenu du fait que ce domaine est quasiment inexploré sur bananier, il nous a
semblé utile de faire une étude bibliographique exhaustive sur la pathologie des plantes associée
aux nématodes. Dépassant la simple énumération, l'objectif poursuivi consistera a structurer
les connaissances acquises afin d'en dégager les mécanismes généraux d'impact des nématodes
sur la physiologie de la plante.
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Les recherches menées en nématologie s'adressent d'une part 2 la nutrition minérale, en
relation avec l'alimentation hydrique, & la photosynthése et a 1a respiration, d'autre part au
métabolisme secondaire.

Une autre étude, 2 la frontiére entre la biologie du nématode et son impact parasitaire, concerne
les mécanismes d'attraction des nématodes par les exsudats racinaires.

1. LA NUTRITION MINERALE ET L'EAU

Les éléments minéraux sont absorbés en méme temps que 1'eau et suivent le méme trajet
racinaire (poils absorbants, parenchyme cortical, endoderme et vaisseaux) grice 2 des
mécanismes de perméabilité cellulaire par diffusion, osmose, translocation, etc. Ils entrent dans
la constitution des éléments "plastiques”, agissent a 1'état de sels dans les phénomeénes
d'osmose, de turgescence et de maintien du pH, et jouent le role de catalyseurs au niveau de
nombreuses réactions enzymatiques.

L'influence des nématodes sur les mouvements hydriques a été étudiée avec beaucoup
de difficultés car les techniques directes de mesure des flux hydriques, couramment utilisées
pour les feuilles et tiges, ne sont pas transposables aux racines en place. Les effets sont
multiples et l'action des nématodes se fait sentir & plusieurs niveaux, tels que le potentiel
hydrique foliaire, le fonctionnement stomatique, la transpiration, ou la conductivité racinaire
(Wilcox-Lee & Loria, 19874). Le simple calcul du bilan hydrique de plants d'avoine fortement
infestés par Heterodera avenae et Tylenchorhynchus dubius ou de tréfle infestés par Heterodera
trifolii révéla que la consommation totale en eau des plants était diminuée et la proportion de
matiére séche augmentée (Seinhorst, 1981). Plus précisément, des mesures indirectes de
I'impédance membranaire ont permis de mettre en valeur l'effet des nématodes sur la
pénétration intraracinaire de I'eau (Kaplan et al., 1976; Kimpinski, 1979). Puis, la mesure de la
pression de succion des exsudats a permis de révéler une diminution de la conductivité racinaire
dans des plants de haricot infestés par Meloidogyne hapla (Wilcox & Loria, 1986; Wilcox-Lee
& Loria, 1987b) ou dans des plants de pomme de terre infestés par Pratylenchus penetrans
(Kotcon & Loria, 1986). Dans le cas d'une infestation de Pinus thunbergii par
Bursaphelenchus xylophilus (parasite du tronc), la diminution de la conductivité dans le xyleme
se traduit par une altération du métabolisme des cellules adjacentes aux trachéides (Tkeda &
Suzaki, 1984).
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La relation stress hydrique-nutrition minérale fut mise en évidence par les nombreux travaux
effectués sur la pomme de terre par I'équipe de recherche du Dr. Trudgill, et résumés par Evans
et al. (1977) : 'action de Globodera rostochiensis ne limiterait pas directement 1'absorption des
ions par la plante, mais l'eau serait moins absorbée i cause d'un développement racinaire
réduit. Il s'ensuivrait un déficit minéral (N, P, K, Mg). Des conclusions analogues ont été
établies derni¢rement par Fatemy et Evans (1986 a & b). La concentration en calcium est alors
augmentée en réponse 2 la baisse du potassium et 3 1a déshydratation (Trudgill, 1980; Been &
Schomaker, 1986), ou a cause d'une rupture de I'endoderme par les nématodes, tissu qui
empéche normalement la voie apoplastique de pénétration du calcium (Price & Sanderson,
1984). Les nématodes induisent donc un déséquilibre dans la composition minérale des plants
infestés. Ainsi, I'application d'un nématicide au champ permet d'accroitre dans les feuilles
d'ananas la teneur en éléments minéraux de plus du tiers (Guérout, 1971). Meloidogyne
incognita perturbe la distribution des ions dans des plants de tomate, en provoquant des
déficiences en €léments utiles Na* et K*, et en intoxiquant les plants par une absorption.accrue
de Cl- (Edongali & Ferris, 1980). Ce déséquilibre existe aussi entre les différents organes de la
plante (Barth et al., 1983; Melakeberhan er al., 1987 et 1988; Rao et al., 1988), mais est
variable selon le nématode (Viglierchio, 1987). Enfin, il a été démontré que les néxgatodes
entravent aussi I'absorption des oligo-éléments (Boneti ez al., 1982).

Une des différences entre variétés sensibles et résistantes proviendrait d'une modification des
rapports ioniques (Bains et al., 1984), certainement en relation avec de plus larges pertui'bations
physiologiques de la plante. La tolérance aux nématodes peut aussi étre due 3 une compensation
de la réduction de croissance de la plante par une activation de I'absorption minérale (Nasr et
al., 1980; Price et al., 1982; Spiegel et al., 1982).

2. LA PHOTOSYNTHESE

Elle consiste en la formation chloroplastique de glucides a partir du gaz carbonique
atmosphérique et de I'eau : 6CO2 + 6H,0 = CgH 1206 + 60;. Elle peut étre considérée comme
une oxydoréduction entre l'eau, qui s'oxyde pendant la phase claire oli I'énergie lumineuse est
nécessaire, et le CO2, qui est réduit pendant la phase obscure. Mais cette oxydoréduction n'a
lieu que par l'intermédiaire d'un transport d'électrons couplé 3 une source d'énergie

31 Introduction




(phosphorylation oxydative-de 'ADP en ATP) et d'un syst¢me oxydoréducteur 2 NADP
(Fig.3).
Figure 3 : phases de la photosynthése (Lafond et al., 1988).

Phase claire : thylakoides Phase obscure : stroma chloroplastique

@o -c=0(H)
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Les fonctions photosynthétiques de la plante peuvent alors étre perturbées a plusieurs
niveaux. Tout d'abord, les plantes sensibles présentent une altération, et donc une réduction,
des pigments chlorophylliens actifs, capteurs de I'énergie lumineuse, en chlorophyllide et
phytol par une chlorophyllase : c'est la chlorose observée sur des plantes infectées par des virus
(Jockush & Jockush, 1968), La production d'électrons (4 pour 4 molécules de chlorophylle
excitées) pour la réduction du NADP+ (transformation de I'énergic lumineuse en énergie
chimique) d'une part et pour I'oxydation de HyO d'autre part, sera alors diminuée. Par ailleurs,
le transfert d'électrons sur NADP* et la photophosphorylation acyclique de I'ADP seraient
perturbées, soit & cause d'une réduction du nombre des cytochromes transporteurs d'électrons,
soit & cause d'une substance toxique (Montalbini & Buchanan, 1974) du type
dichlorophénylméthylurée (DCMU) ou o-phénanthroline, inhibiteurs spécifiques du transport
électronique non cyclique dans les chloroplastes. Enfin, l'assimilation de CO; peut étre altérée
par une réduction de la diffusion stomatique du gaz, a relier avec les stress hydriques
concomitants (Duniway & Slatyer, 1971).

Cette derni¢re hypothese est adoptée par de nombreux auteurs qui ont analysé la fixation
de CO; par des plantes infestées par les nématodes Meloidogyne spp. (Loveys & Bird, 1973;
Bird & Loveys, 1975, Melakeberhan er al., 1984) en relation avec I'dge de I'hote et le stade du
parasite (Melakeberhan er al., 1985; 1986) ou G. rostochiensis (Franco, 1980, Fatemy ez al.,
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1985). Cependant Bird (1974) pensait plutét a l'influence indirecte d'une insuffisance
hormonale en cytokinines ou gibbérellines. De méme, Wallace (1974) et Melakeberhan et al.
(1988) ont montré que la fixation du CO; pouvait étre liée a la nutrition minérale, et Nagesh et
Dhawan (1988) ont observé, sur des plants de blé inoculés avec H. avenae, que la déficience
chlorophyllienne allait de pair avec la réduction de l'assimilation de CO, et la nutrition minérale.
Une déficience analogue en chlorophylle a €€ mesurée sur du riz infesté par Hirschmaniella
mucronata, Hoplolaimus indicus et Pratylenchus indicus (Prasad et al., 1982).

11 apparait donc que les niveaux d'intervention des nématodes sur la photosynthése sont divers,
et vraisemblablement trés liés. Mais, comme 1'a reconnu Wallace (1987b), les informations sont
trop éparses, et les mécanismes physiologiques mis en cause trop vastes, pour €tablir une régle
générale sur I'action des nématodes.

3. LA RESPIRATION ET LES BIOSYNTHESES

3.1. La respiration

Elle correspond 2 1a dégradation des métabolites carbonés (glucides pour la plupart) qui
sont finalement oxydés en CO; et H,O avec libération d'énergie mise en réserve sous forme
d'ATP. Les mécanismes cataboliques empruntent la voie de la glycolyse puis du cycle de
Krebs, ou celle des pentoses, et consistent en une succession de déshydrogénations puis de
décarboxylations. Ces réactions mettent en ceuvre des déshydrogénases qui sont couplées a des
coenzymes transporteurs d’hydrogéne comme le NADP. Puis le NADP réduit (NADPH) est
réoxyd¢ directement dans la chaine des cytochromes par des cytochrome oxydases, ou dans le
systtme non cytochromique d'oxydations terminales, couplé & des enzymes de type
peroxydases, polyphénol oxydases, ascorbate oxydases, glycolate oxydases et catalases (Fig.
4).

Dans les plantes infestées par des virus (Kato & Misawa, 1972), par des bactéries
(Huang & Goodman, 1985) ou par des champignons (Verleur, 1968), la réaction la plus
communément observée est une augmentation de l'activité respiratoire des tissus parasités,
activité exprimée en terme de consommation d'oxygeéne. Afin de préciser les mécanismes mis
en jeu, il est apparu que la stimulation de l'activité respiratoire portait essentiellement sur
I'activation d'un grand nombre d'enzymes qui interviennent dans les différents catabolismes.
Clest souvent par l'emploi d'inhibiteurs enzymatiques qu'ont été définies les enzymes
impliquées. Ainsi, Krupka (1959) a obtenu une diminution de la consommation en O; grice au
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fluorure de sodium, inhibiteur de l'énolisation du 2-phosphoglycérate en phosphoénolpyruvate
dans la glycolyse. De méme, Swamy (1964) a confirmé I'importance du cycle de Krebs dans la
respiration de 1'arachide atteinte de cercosporiose en utilisant I'acide malonique, compétiteur de
la succinate déshydrogénase. Par ailleurs, il est possible d'incriminer le cycle des pentoses dans
la respiration en dosant le C140; provenant du glucose marqué au C14 sur le carbone 1 de la
fonction H-C=0 (Daly et al., 1961). 11 y aurait alors activation des glucose-6-phosphate et 6-
phosphogluconate déshydrogénases.

Figure 4 : étape respiratoire mitochondriale (Lafond et al., 1988).
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En outre, 1a phosphorylation oxydative de 'ADP en ATP est constamment associée & la
glycolyse, au cycle de Krebs, et au cycle des pentoses. Le découplement de la phosphorylation
peut étre a l'origine d'une assimilation accrue d'oxygene par des feuilles de bl€ atteintes par la
rouille (Pozsar & Kiraly, 1958).

Le dernier systéme qui peut étre perturbé est le systtme NADPH non cytochromique par
activation d'oxydases comme I'ascorbate oxydase ou la polyphénol oxydase, dans le cas de la
rouille ou d'autres atteintes fongiques du bié (Kiraly & Farkas, 1957; Farkas & Kiraly, 1962).
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Concernant les nématodes, des modifications de l'intensité respiratoire ont été mesurées
sur des racines de blé infestées par H. avenae (Davy de Virville et al., 1984). Ces modifications
sont plus en rapport avec la croissance des racines qu'avec leur activité métabolique propre.
Poskuta et al. (1986) ont fait les mémes constatations sur du soja infesté par Heterodera
glycines. Quant aux fondements physiologiques de I'activation de la respiration, Endo & Veech
(1969) ont mesuré la stimulation d'enzymes respiratoires sur soja infesté par M. incognita.
Cette activation est plus forte sur des plantes résistantes aux nématodes (Zacheo & Molinari,
1987 a & b), en relation avec les phénomenes d'hypersensibilité (Zacheo er al., 1982). Seraient
en cause les peroxydases et les polyphénoloxydases (Bajaj et al., 1985; Zacheo & Bleve-
Zacheo, 1987) désignant le systtme NADPH non cytochromique comme une des voies
métaboliques les plus modifiées en présence de nématodes. '

3.2. La protéogenése et la nucléogenése

L'influence des nématodes sur la synthése des amino-acides et sur la protéogenése n'a
fait I'objet que d'études descriptives de dosages en relation avec le parasitisme : les résultats
obtenus n'expliquent donc rien sur le principe actif des nématodes. Howell et Krusberg (1966)
avaient décrit une augmentation quantitative de nombreux amino-acides dans les galles formées
par Ditylenchus dipsaci sur des racines de luzerne et pois, en rapport avec une accroissement de
la concentration azotée. Doney et al. (1971), travaillant sur la betterave a sucre, limitaient cette
augmentation 2 la glutamine, le glutamate et l'aspartate en rapport avec les taux d'infestation
d'Heterodera schachtii. Des résultats semblables étaient obtenus sur Ficus carica infesté par
Xiphinema index (Poehling et al., 1980). Mais il peut aussi y avoir synthése de nouveaux
acides aminés, comme cela a été révél€ sur des plants de jute (Corchorus capsularis L.) infestés
par Meloidogyne javanica (Saxena, 1972). En 1985, Freire et Bridge faisaient état de
nombreuses perturbations sur poivrier infesté par M. incognita, mais aucun lien entre elles ne
leur a permis de dégager de principe général sur I'action des nématodes. A l'échelle des
protéines, Arya et Tiagi (1982) ont montré qu'il y avait accumulation de ces composés dans les
galles formées par M. incognita sur carotte, dans le parenchyme périgalleux (Tyagi er al., 1981)
ou dans les cellules géantes (Singh et al., 1984), et plus précisément dans les plastides
cellulaires (Bleve-Zacheo et al., 1982). Des relations directes ont été établies, par exemple entre
I'indice de galles, le niveau d'infestation en nématodes et la concentration en protéines totales
dans les galles produites sur Hibiscus esculentus (Chatterjee & Sukul, 1981), ou entre la
population infestante initiale de Criconemella xenoplax et 1a quantité d'acides aminés totaux
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dans les racines de péchers (Nyczepir et al., 1987). Selon cet auteur, on powTrait évaluer le
degré d'infestation en parasites par un dosage protéique racinaire,

La plupart des études entreprises sur les acides nucléiques ont été menées dans le cas

d'infestations par les Heteroderidae. En effet, l'originalité de ces nématodes sédentaires
(Meloidogyne spp. et Heterodera spp.) est qu'ils induisent des tissus nourriciers sous forme de
syncitia dont l'activité nucléaire est trés intense. Cela se traduit par une stimulation de la
synth¢se d'ADN et d'ARN (Bird, 1972, Masood & Saxena, 1980, Arya & Tiagi, 1985b),
principalement dans les cellules géantes (Singh et al., 1984) par divers procédés, dont
I'accumulation de phosphore (Ishibashi & Shimizu, 1970) qui rentre dans la constitution du
groupement phosphoryle intermédiaire entre deux nucléotides. Cette activité nucléaire se
répercute sur une activation de la protéogenése (Chylinska ez al., 1972). Cependant, il s'avére
que les relations entre l'infestation parasitaire et 1a nucléogenése sont diverses : les proportions
des bases puriques et pyrimidiques n'évoluent pas dans le méme sens (Premachandran &
Dasgupta, 1983a et b; Parthasarathy & Dasgupta, 1984).
Des observations analogues ont été faites avec les Dorylaimidae. Les ectoparasites Xiphinema
sp. et Longidorus sp. induisent une multiplication d'ADN et d'ARN (Epstein, 1974; Griffiths
et al., 1982, Griffiths & Robertson, 1984a), et on trouve méme quelques cellules binucléées
qui résultent de mitoses sans cytokinése (Griffiths & Robertson, 1984b). En fait, ces
modifications évoluent dans le temps, et  la suractivité nucléaire en début d'infestation succede
une dégénérescence (Griffiths & Robertson, 1983). Dans le cas de ces nématodes vecteurs de
virus, des doutes sont tout de méme avancés quant 2 l'origine de 1'augmentation des acides
nucléiques dans les racines suite 2 1'injection possible de matériel nucléaire viral (Epstein,
1974).

4. EXSUDATS RACINAIRES ET ATTRACTION

Bien qu'il soit admis depuis longtemps que la dispersion des nématodes dans un champ
se fasse par I'ean d'irrigation, la submersion accidentelle, le travail de 'homme, les animaux,
ou méme le vent, il fut démontré que ces parasites pouvaient aussi effectuer de longues
distances dans le sol (Harrison & Smart, 1975a; Prot, 1978a). De nombreux travaux révélérent
que les racines attiraient les nématodes (Bird, 1959; Chen & Rich, 1963; Prot, 1980)
essentiellement au niveau des régions d'élongation cellulaire (Bird, 1962, Lavallee & Rohde,
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1962, Pitcher, 1967) et des primordia secondaires (Kdmpfe, 1960). Evidemment, I'orientation
et le déplacement des nématodes dépendent des types de sols (Rode, 1962), donc de leurs
caractéristiques physico-chimiques telles que 1'état de compaction (Wallace, 19615), les
gradients de température (Klinger, 1972; Pinkerton et al., 1987), le potentiel électrochimique
(Croll, 1967) di 2 un gradient ionique d'éléments minéraux (Prot, 1978b, 1979a), le pH
(Jairajpuri & Azmi, 1978) et le gradient d'humidité (Blake, 1962; Harrison & Smart, 1975b;
Prot, 1979b).

Mais cette attraction dépend de la nature de I'hote (Viglierchio, 1961) et de son état
physiologique (Lownsberry & Viglierchio, 1961). L'utilisation, d'une part de sols ayant porté
des cultures de pomme de terre ou de canne a sucre (Weisher, 1959), de mil (Luc ez al., 1969)
ou de tomate (Prot, 1975), d'autre part d'eau de trempage de racines de riz (Lee & Evans,
1973), a prouvé ces phénoménes d'attraction par les exsudats racinaires. Lownsberry et
Viglierchio (1961) montrérent que les agents attractifs des exsudats étaient dialysables, et Bird
(1962) précisa que les acides ascorbique, gibérellique et glutamique étaient attractifs. Enfin, de
nombreux travaux prouverent que le gaz carbonique diffusé par les racines, et plus précisément
un gradient de CO, (Klingler, 1972), ou diffusé par d'autres micro-organismes intraracinaires
(Edmunds & Mai, 1967), représentait aussi un stimulus d'attraction. -

La pénétration des nématodes dans une racine induit une modification qualitative et quantitative
des exsudats racinaires. Ainsi, I'analyse chimique d'exsudats racinaires de tomate infestée par
M. incognita a indiqué une diminution globale de la concentration en acides aminés et une
augmentation de la concentration en sucres, plus spécialement en polysaccharides (Wang &
Bergeson, 1974). Mais l'analyse chromatographique a révél¢ la disparition de glucose, de
thréonine, sérine et histidine, et d'acide citrique. Des résultats semblables ont €té obtenus sur la
séve brute.

L'incidence des nématodes sur les divers métabolismes des plantes est donc indéniable.
Iis perturbent I'absorption et le transport de l'eau ainsi que des éléments minéraux et organiques
dans les racines, déréglent le fonctionnement photosynthétique, modifient le métabolisme
glucidique et protéique. Cependant, toutes ces recherches sont ponctuelles et dispersées, et
n'ont pas encore permis de distinguer les effets directs de leurs conséquences. Aucune loi
générale ne peut donc étre établie.
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LA RESISTANCE AUX NEMATODES

1. TERMINOLOGIE CONCERNANT LES RELATIONS PLANTES.-
NEMATODES

La terminologie reprend celle de la phytopathologie. Pour définir 1a résistance, nous
adopterons les définitions données par Cook et Evans (1987), elles-mémes empruntées a
Robinson (1969) et Russel (1978) : "le terme de résistance décrit exclusivement l'effet de la
plante hote sur la reproduction du nématode : une plante complétement résistante ne permet
aucune reproduction, et une plante non-résistante ou sensible permet la multiplication du
nématode; les plantes partiellement résistantes entretiennent des taux de reproduction
intermédiaires."

Donc les termes de résistance et de sensibilité qualifient I'h6te par rapport 2 la notion de
développement des populations de nématodes. |

Par contre, la notion de dégét fait appel 2 une autre terminologie. Cook et Evans (1987)
disent que "la tolérance n'est pas un type de résistance et 'usage de ce terme devrait tre limité a
la description des préjudices causés a I'hdte : une plante tolérante subit peu de dégits malgré
une forte infestation alors qu'une plante non tolérante subit plus de dégats". Bien siir, il existe
une relation avec la résistance puisque "la réduction de la croissance racinaire induite par les
dégéts peut réduire le taux de multiplication du nématode et, de 1a méme fagon, la réduction du
taux de multiplication dii au caractére de résistance” - intermédiaire dans ce cas 12 - "de la plante
peut lui conférer une tolérance”. ‘

Cependant, une confusion est souvent faite sur I'emploi du terme de résistance, en
intégrant les notions de mécanismes de défense de la plante; les uns I'appliquent 2 un caractére
inné (ce caractére est toujours exprimé avec ou sans agression parasitaire), et les autres 2 un
caractére adapté (I'expression de ce caractére est induite par l'agression parasitaire).
Apparaissent alors deux nouveaux termes, I'incompatibilité et la compatibilité. Kaplan et Davis
(1987) utilisent les termes "incompatible pour désigner les interactions qui, dans les plantes
résistantes, empéchent le développement des nématodes, compatible pour identifier les
interactions favorables au développement des nématodes dans les plantes sensibles."

En résumé, nous parlerons de :
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- résistance ou sensibilité si 1'on fait référence 2 1'évolution des populations de nématodes qui
parasitent la plante.

- tolérance ou non tolérance si 1'on fait référence a I'état de la plante parasitée (symptomes et
dégits).

- incompatibilité ou compatibilité si I'on fait référence aux mécanismes physiologiques et aux
régulations métaboliques, innés ou induits, de 1a plante parasitée.

2. LES MECANISMES

La résistance peut prendre des formes variables puisqu'il a été€ remarqué de nombreux
cas de résistance a plusieurs nématodes (Rebois ez al., 1970), ou & un ensemble de pathogénes
différents (Gomez et al., 1983), comme des cas de résistance réduite 2 un seul nématode.

Les mécanismes peuvent étre pré ou post-infectieux.

Les mécanismes pré-infectieux (qui définissent plus une immunité qu'une résistance)
concourent A l'inaptitude des nématodes & pénétrer dans les racines. Elle peut étre due a la
barriére mécanique de certains épidermes racinaires (Rohde, 1965) ou a la synthése par la plante
d'exsudats racinaires non attractifs, répulsifs ou méme toxiques aux nématodes, contenant des
substances allélochimiques.

Dans les mécanismes post-infectieux, la plante hote répond a la pénétration profonde ou
au développement des nématodes. Cette réponse peut étre encore la synthése de substances
toxiques (phytoalexines par exemple). Le second type de réaction (qui peut étre aussi une
conséquence du premier) est 'hypersensibilité qui consiste en la mort des cellules végétales
contigiies au parasite. Enfin, les tissus parasités peuvent dévier leur métabolisme soit pour
rétablir une intégrité anatomique des tissus 1€sés, soit pour arréter la progression du parasite par
intoxication, ou en lui offrant un environnement inadéquat. Parmi ces mécanismes de défense,
ce sont les deux premiers (toxines et hypersensibilité) qui ont été les plus étudiés.

3. LES CRITERES D'EVALUATION

IIs sont multiples, empéchant trés souvent toute comparaison et tout rapprochement soit
en fonction du parasite, soit en fonction de I'hdte. Pour les Meloidogyne, par exemple, il s'agit
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de l'index de galles dont 1'échelle varie selon les utilisateurs (Barker, 1985), ou la fécondité des
femelles (Fassuliotis, 1979); pour les Heterodera, c'est 1a production de femelles matures
(Bingefors, 1982); pour les Ditylenchus, la fécondité des femelles; donc des critéres
incomplets, ou mal définis du point de vue de la standardisation de 1'évaluation de la résistance,
et qui vont dépendre de 1'espéce du nématode mais aussi de son pathotype, de la taille de
l'inoculum, de la plante, de I'environnement, etc.

4. LES FACTEURS PHYSIOLOGIQUES DE L'INCOMPATIBILITE AUX
NEMATODES )

Cette étude bibliographique a été conduite de la méme maniére que celle qui concernait
les perturbations physiologiques, & savoir un examen exhaustif de la littérature et une
structuration des connaissances acquises, afin d'en dégager les mécanismes généraux de
défense des plantes vis 2 vis des nématodes parasites.

4.1. Les acides aminés et acides nucléiques

a) Acides aminés

Quelques travaux ont porté sur de simples dosages d'acides aminés en rapport avec le
pouvoir des plantes 2 favoriser un développement parasitaire. Mahmood et Saxena (1985),
ayant travaillé sur les amino-acides totaux, précisérent que les variétés de tomate et d'aubergine,
qui contiennent peu d'amino-acides avant et aprés inoculation avec Rotylenchulus reniformis,
permettent une plus forte multiplication du parasite. Mais 2 l'opposé, ce nématode ne se
développe pas sur des cultivars A trés haute teneur en acides aminés. Des études plus
explicatives ont ét€ abordées autour de fonctions métaboliques complexes : en 1975, Hanounik
et Osborne constataient une augmentation de la teneur en 16 amino-acides, dont 12 précurseurs
de 1a biosynthése de la nicotine, dans des plants de tabac infestés par M. incognizra, et cela
davantage sur des variétés résistantes, laissant entrevoir la possibilité d'intervention de cet
alkaloide dans les phénomenes de résistance.
Un autre acide aminé, la proline, a fait I'objet de plusieurs travaux en relation avec la résistance
aux nématodes, dans le cadre des réactions d'hypersensibilit€ avec les nématodes sédentaires, et
dans le cas des nématodes endoparasites migrateurs comme R. similis (Hanks & Feldman,
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1963). Cet acide aminé provient de 'hydrogénation et de la cyclisation de I'acide glutamique,
Iui méme issu de l'a-cétoglutarate, intermédiaire du cycle de Krebs. Parmi les enzymes lytiques
appartenant aux nématodes (Krusberg, 1960), Giebel (1982) a suggéré l'intervention directe
d'une protéase des nématodes qui lyserait les protéines végétales en acides aminés, dont la
proline. Lewis et McClure (1975), et Meon et al. (1978) ont montré que I'infestation de racines
par Meloidogyne entrainait une accumulation de proline dans les galles au profit de la nutrition
et de la reproduction du nématode. Cette accumulation serait plus faible dans des variétés
résistantes, mais l'origine du phénoméne demeure inconnu. Une molécule analogue,
I'hydroxyproline, constituant de la paroi cellulaire issu de 'oxydation de la proline, serait aussi
impliquée dans la résistance (Zacheo et al., 1977), mais la réaction des variétés résistantes est
tres diverse, pouvant aller dans le sens d'une accumulation ou d'une diminution de cet amino-
acide. Plus précisément, la quantité d’hydroxyproline mitochondriale ne variant pas en fonction
des degrés de résistance, Arrigoni et al. (1981) ont suggéré une relation entre son métabolisme
et I'activité de la chaine respiratoire mitochondriale, via I'acide ascorbique qui est utilisé pour la
synthése de I'hydroxyproline (Arrigoni et al., 1979).

b) Acides nucléiques

Raja et Dasgupta (1986) ont étudié 1'évolution des acides nucléiques. IlIs ont mesuré que
I'infestation de pois d'Angole par M. incognita provoquait une synthése de novo d'ARN
messager plus importante dans la variété résistante que dans la variété sensible, et ont observé
une synchronisation de cette synth&se avec un accroissement d'activité et de concentration de
macromolécules comme des lignines, des peroxydases et polyphénoloxydases. Ils ont ainsi
confirmé que l'introduction du parasite provoque la synthése de types additionnels d'ARN,
prouvant l'activation de génes au niveau transcriptionnel, et conduisant en fin de compte 4 la
synthése de macromolécules qui influencent le devenir de I'h6te infesté.
Cependant, si ces travaux mettent en évidence l'existence de fonctions adaptatives 2 I'agression
d'un nématode, la sélection variétale a permis, depuis de nombreuses années, de caractériser un
certain nombre de génes de la résistance pour plusieurs plantes économiquement importantes,
comme la pomme de terre, le blé, 'orge, I'avoine, le seigle, le soja, la tomate, le tabac, la
luzerne, la vigne, les prunus, et les citrus (Sidhu & Webster, 1981; Cook & Evans, 1987).
Bien que ces génes, uniques et dominants pour la plupart, soient bien connus, le ou les
processus métaboliques de défense qu'ils mettent en ceuvre restent actuellement ignorés, et leur
isolement n'a pu étre obtenu.
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4.2, Le métabolisme hormonal

On a reconnu trés t6t que la formation des galles par les nématodes du genre
Meloidogyne était induite par des substances de croissance multiples appartenant a la plante,
mais produites peut-&tre aussi par le nématode (Yu & Viglierchio, 1964). Ceci a cependant été
obtenu par des techniques aléatoires et demande confirmation. Généralement, cette substance
est une auxine, ou une molécule voisine, et le type d'auxine trouvée dans les galles serait
corrélé a celle de la plante et a celle du nématode (Viglierchio & Yu, 1968; Orion, 1973). Les
substances produites par le nématode diffeéreraient d'une espece A l'autre au sein d'un méme
genre. Dans le cas d'une infestation par G. rostochiensis, Kaczmareck et Giebel (1979) ont
constaté une similitude entre I'effet du nématode et celui d'un apport d'acide indol acétique
(AIA) sur la mitose nucléaire.

Il peut s'agir aussi d'une régulation cytokinique. Ainsi, Bird et Loveys (1980) ont

mesuré, sur des plants de tomate infestés par M. javanica, une augmentation de cytokinine dans
les racines et les exsudats au cours du développement du nématode. Cette augmentation serait
renforcée par la synthése de substances voisines effectuée par le parasite lui-méme. Au niveau
de la plante entiere, des symptomes de fasciation, comparables & ceux provoqués par un
déséquilibre hormonal auxinique, cytokinique ou gibbérellique, ont été observés sur Lilium
henryi infesté par D. dipsaci (Stumm-Tegethoff, 1986). Cependant, le déséquilibre hormonal
provoqué par le nématode peut se faire selon des tendances variables, voire une diminution de
l'activité cytokinique dans le cas du souci ou de la vigne parasités par Longidorus africanus
(Epstein, 1972).

Un troisiéme groupe de substances hormonales est représenté par 1'éthyléne et les
molécules voisines. L'infestation de plants de tomate par M. javanica provoque une
augmentation de la production d'éthyleéne, et coincide avec l'augmentation du poids des galles.
L'exposition de racines excisées a de I'éthyléne accélére la croissance des galles (Glazer et al.,
1983). Ces mémes auteurs ont mesuré deux 2 trois fois plus d'acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxylique, précurseur de 1'éthyléne, dans des plants infestés, et ont vérifié que 1'aspersion
d'inhibiteurs de la production d'éthyléne, ou de son action, élimine les symptdomes
pathologiques sur les racines (Glazer et al., 1984). Selon ces auteurs, 1'éthyléne permet une
expansion du parenchyme cortical, ce qui accroit le volume des galles, et freine la lignification
du xyleéme et des fibres du cylindre vasculaire dans la galle (Glazer et al., 1985).

La comparaison de variétés sensibles et résistantes a montré que I'activité hormonale
était supérieure dans les plants sensibles (Fagbenle & Filonow, 1986). Sawhney et Webster
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(1975) ont expérimenté que l'application conjointe d'acide naphtaléne acétique ou de kinétine
augmente la sensibilité de plants de tomate sensibles ou résistants &8 M. incognita, étude
corroborée par celle de Fassuliotis et Bhatt (1982) pour lesquels I'apport d'hormones exogénes
dans le milicu de culture modifie l'expression de la résistance de variétés d'aubergine. Mais
Kochba et Samish (1971) ont mesuré que les racines de péchers résistants, traités soit avec une
auxine soit avec une cytokinine, portaient autant de galles que les racines de plants sensibles et
pouvaient abriter plus de femelles, mais que la fécondité des femelles restait inférieure. De
méme, Sawhney et Webster (1975) ont noté que, sur les plants de tomate résistants ainsi traités,
les juvéniles n'arrivaient pas 3 maturité. Cela montre que la résistance n'est pas complétement
brisée par l'apport hormonal, et que les hormones ne sont pas les seules substances 2
intervenir. Cela corrobore les conclusions d'Orion (1974) et de Glazer et Orion (1984), A savoir
que les substances hormonales peuvent agir sur le nématode lui-m€me sans affecter la structure
des galles et la physiologie de la plante.

Badra et al. (1980) ont précisé ce travail : la multiplication du parasite est plus forte sur des
plants de goyéve traités avec des substances hormonales. Mais il n'y a pas de rapport entre le
taux d'infestation racinaire et le nombre de galles. L'analyse des substances phénoliques
indique que le quotient mono/polyphénols semble intervenir dans la formation des galles, les
monophénols étant antagonistes de 1'AIA (Giebel, 1970) alors que les polyphénols sont
synergétiques.

Nous avons vu que les réactions des plantes pouvaient étre variables. L'aspersion d'éthrel
(stimulateur de la production d'éthyléne par la plante) sur des manguiers induit une résistance
des plants & R. reniformis en faisant baisser les populations infestantes et en favorisant une
androgenése (Badra & Khattab, 1982). Les auteurs soupgonnent une relation avec le quotient
auxine/monophénols, 1'éthyléne étant connu comme activateur d'enzymes phénoliques. II
apparait donc qu'une relation entre le métabolisme hormonal et le métabolisme phénolique soit
impliquée dans les phénomenes de résistance.

4.3. Le métabolisme des phénols .
Schématiquement, le métabolisme des phénols emprunte trois voies de biosynthése qui
vont aboutir 4 la production de substances dont les modes d'action dans les mécanismes de
défense de la plante 2 l'agression parasitaire sont différents. Ce sont (i) la formation de
monophénols (alcools cinnamiques ou phénylpropanoides) par la voie de 'acide shikimique,
qui participent directement & la synthése des lignines, (ii) la formation de polyphénols
(chalcones, aurones, flavones et isoflavones, et anthocyanes), par la voie du malonyl CoA ou
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par hydroxylation des monophénols, (iii) la voie du mévalonate par condensation de trois
molécules d'acétyl CoA, qui conduit & la formation des isoprénes, puis des terpénes toxiques
dont les phytoalexines (Fig. S).

Figure 5 : voies de biosynthe¢se des composés phénoliques (Goodman et al., 1986).

GLYCOLYSE
Glucose
Glucose 6P . Ribulose 5P
CYCLE DES
PENTOSES ~
Fructose 6P w—i| Erythrose 4P
Phosphoénolpyruvate
Acétyl CoA
1
# 3 Acide shikimique
Acide mévalonique
Isopentényl pyrophosphate Malony! CoA Tyrosine Phénylalanine
Isopréne Acide p-coumarique ¢ Acide cinnamique
POLYPHENOLS
P MONOPHENOLS LIGNIGNES
Chalcones )
Aurones Alcool coumarique $ Herbacées
Flavones d D .
Isoflavones Alcool sinapique > Angiospermes
Anthocyanes .
Terpines Alcool coniférique $> Gymnospermes

Wilski et Giebel (1966), et Giebel (1974), ont soupgonné l'intervention d'enzymes produites
par le nématode activant des réactions biochimiques. Ainsi, I'activation de la synthese des
phénols serait assurée d'une part par hydrolyse directe de glycosides en monophénols par des
B-glucosidases du nématode, associées a des B-glucosidases et des phosphatases de la plante
(Giebel, 1979), d'autre part par hydrolyse de protéines en acides aminés, dont la tyrosine et la
phénylalanine.
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a) Les toxines et les phytoalexines

M i -infectieux : 1 les exsu

Les plantes peuvent se protéger des nématodes par le larguage de substances répulsives

dans les exsudats (Kaplan & Keen, 1980, Veech, 1981). C'est le cas des racines d'Asparagus
officinalis qui synthétisent l'acide asparagusique, glycoside & propriétés nématicides (Rohde &
Jenkins, 1958), ou des racines de Tagetes patula qui produisent des a-terthienes (Motsinger et
al., 1977) dont l'activité est plus controversée (Hackney & Dickerson, 1975). Un autre
mécanisme d'incompatibilité plante-nématode a été trouvé sur concombre. Cette plante est
capable de synthétiser un triterpéne toxique appelé cucurbitacine (Haynes & Jones, 1976), qui
agirait sur le taux d'attraction des nématodes, sans perturber la pénétration de ceux qui
atteignent les racines.
Dans d'autres cas, I'amendement de plants de tomate en tourteaux de ricin, de moutarde oude -
neem (Azadirachta indica Juss.) entraine une augmentation des composés phénoliques dans les
racines, composés qui pourraient étre excrétés et avoir une action répulsive sur les nématodes
(Singh et al., 1983).

M i -infectieux

Un des domaines les plus particuliérement étudiés, aussi bien au Japon (Oku, 1988)
qu'aux Etats Unis, est celui des Pinus parasités par B. xylophilus. En 1984, Shaheen et al. ont
démontré que le bois de pin infesté par ce nématode contient une phytotoxine, absente dans les
pins indemnes du parasite. Elle est synthétisée trés tot, augmente et s'accumule dans le bois au
cours de l'infestation. Elle cause la mort de plantules de pin, et pourrait agir en génant les
mouvements hydriques dans la plante. 11 s'agit probablement de plusieurs toxines qui ont été
identifi€ées comme des composés benzoiques, alcooliques ou acétoniques (Ueda et al., 1984).
Introduit dans les milieux d'élevage axénique de B. xylophilus, cet extrait cause une paralysie
temporaire du nématode (Bolla et al., 1984). Bentley et al. (1985) ont isolé un extrait dont la
substance active immobilisatrice serait un carbohydrate, et qui contient aussi quclqlies traces de
phénols. Sur Pinus densiflora, Odani et al. (1985) ont détecté une activité cellulase dans les
extraits.

Connues depuis prés de 50 ans, les phytoalexines constituent un second type de
substances toxiques. En nématologie, les recherches ont débuté il y a environ deux décennies.
En 1971, Abawi et al. décrivaient la production de phaséolline par des haricots infestés par P.
penetrans. Mais cette substance antifongique est sans effet sur le nématode. Plus tard, trois
grands groupes de substances ont été mis en évidence; il s'agit des composés du groupe
coumestrol, du groupe glycéollique et du groupe terpénique (Veech, 1982). Rich et al. (1977)
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ont montré que deux variétés de haricot, 'une sensible et l'autre résistante & Pratylenchus
scribneri, contenaient des substances du premier type (coumestrol et psoralidine) en faible
quantité, mais l'infestation stimulait leur production chez la variété résistante, essentiellement au
niveau des Iésions.

Le second type de phytoalexines a été étudié par Kaplan et al. (1980 a & b) : une variété de soja
résistante & M. incognita et sensible & M. javanica ne produisait de la glycéolline que dans le cas
d'une infestation par la premiére espéce. De plus, cette substance a un effet nématostatique sur
la premitre espéce et pas sur la seconde, d'oli la spécificité entre 1'agent causal et l'effet. Elle
agirait sur l'oxygénation des juvéniles. Cette substance s'accumule tout prés de la téte du
nématode (Huang & Barker, 1986) dans les cellules du cylindre central de la racine.

Enfin, le troisi¢tme type d'aléxines a été mis en €vidence par Veech et McClure (1977) sur
coton. IIs ont noté, au cours de la croissance des plants, une production constante de gossypol -
et d'autres aldéhydes terpéniques dans les variétés sensibles et résistantes 4 M. incognita non
infestées (il s'agirait donc d'un caractére acquis), mais en quantité plus importante dans les -
variétés résistantes. L'infestation par le nématode abaisserait le taux de ces substances dans les
variétés sensibles, et 1'augmenterait dans les variétés résistantes (Veech, 1978) par
accumulation dans I'endoderme et le cylindre central autour du nématode (Veech, 1979). Selon .
la concentration, ces substances terpéniques peuvent étre nématostatiques ou létales. En outre, il
est possible de les retrouver en solution dans la rhizosphére de la plante (Hedin ez al., 1984).

b) Les phénols

Wallace (1961a) et De Maeseneer (1964) décrivaient 1'apparition d'acide chlorogénique
dans les feuilles de chrysanthéme infestées par Aphelenchoides ritzemabosi, et de Ficus infestés
par A. fragariae. Ces phénols seraient responsables du brunissement des feuilles et seraient
libérés dans la plante sous l'action d'enzymes produites par le nématode comme les f-
glucosidases (Wilski & Giebel, 1966). Ceci fut confirmé par Gill et Uppal (1977) dans des
feuilles de Zinnia elegans qui contenaient plus de phénols totaux quand les plants étaient
infestés. Une étude sur les différents organes de plants de tomate indique qu'aprés leur
synthése dans les feuilles, les composés phénoliques seraient transportés vers les racines (Bajaj
& Mahajan, 1977). Toujours sur des plantes sensibles, Badra et Elgindi (1979) ont interprété la
diminution du taux d'infestation en Tylenchulus semipenetrans de citrus amendés en engrais
azotés (nitrate et sulfate d'ammonium, et urée) par une production accrue de composés
phénoliques.
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De 13, il était facile de soupgonner l'intervention du métabolisme phénolique dans les
mécanismes de défense de la plante et de résistance. Hung et Rohde (1973) ont montré que la
production de phénols augmentait avec le degré de résistance de variétés de tomate parasitées
par M. incognita et P. penetrans. Ils ont observé une accumulation de phénols dans
I'endoderme racinaire et identifié I'acide chlorogénique comme le phénol majoritaire. La méme
corrélation fut établie avec d'autres especes de Meloidogyne (Singh & Choudhury, 1973) ou
d'autres nématodes (Mahmood & Saxena, 1986b). Des preuves furent apportées. Des plants de
tomate sensibles & M. javanica, traités avec des composés phénoliques, contenaient autant de
phénols que des plants résistants, et ils étaient beaucoup moins attaqués que des plants non
traités (Sitaramaiah & Pathak, 1979). D'autre part, un traitement & I'acide ascorbique,
antioxydant, €liminait la coloration typique des lésions causées par P. penetrans sur plantes
fourrageres, coloration due 3 une oxydation des phénols (Townshend & Stobbs, 1981).
L'évolution de la synthése des phénols a été étudiée par Mahmood et Saxena (19864) sur des
tomates parasitées par R. reniformis. Dans les plants non infestés, la concentration en phénols
augmentait avec 1'dge des plantules. Dans les plants infestés, leur concentration était plus
grande mais sans rapport avec 1'dge des plants & I'inoculation. Puis leur concentration croissait
jusqu'a une limite supérieure. Il y avait une corrélation négative entre le taux initial de phénols
et son augmentation d'une part, et le taux de multiplication du nématode d'autre part. De méme,
une céréale résistante & M. incognita ou M. javanica avait une concentration en phénols
supérieure a celle d'une variété sensible. Aprés infestation, la production de phénols est
supérieure dans la variété résistante (Rezk ez al., 1987).

Cependant, la relation phénols-résistance présente des formes diverses. Ainsi, il y a eu synthé¢se
accrue de phénols totaux dans des plants de poivre infestés par M. incognita, mais sans
changement de la sensibilité de la plante. Dans ce cas, il s'agissait essentiellement de
polyphénols (Ferraz et al., 1984). Au contraire, dans des plants de pois d'Angole infestés par
R. reniformis, il n'y a eu d'augmentation de la concentration en phénols que dans les plants
résistants (Thakar & Yadav, 1985 et 1986). On peut aussi n'obtenir aucune modification du
taux de phénols quel que soit le taux d'infestation et le niveau de résistance sur du niébé parasité
par M. incognita (Singh & Reddy, 1985).

Dans le cas de la pomme de terre parasitée par G. rostochiensis, Evans et Stone (1977) avaient
interprété que les tannins contenus dans les kystes permettaient aux ceufs de rester viables
pendant au moins vingt années dans le sol. Mondy et al. (1985) ont démontré que les phénols
étaient moins concentrés dans les tubercules des variétés résistantes. Ils interprétent
I'accumulation des phénols dans les variétés sensibles comme une réaction au stress causé par
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le nématode, et pensent que les variétés résistantes empéchent les femelles de former des kystes
normalement constitués en tannins.

¢) La lignification

Issues des monophénols de la voie shikimique, les lignines représentent une barri¢re
naturelle tant a I'avancée plus profonde des parasites dans les tissus qu'a la dissolution des
parois cellulaires par les enzymes cellulolytiques de ces parasites. En 1982, Yoshihara ez al.
isolaient et identifiaient une substance, synthétisée par des racines ¢t stolons de pomme de terre
infestés par G. rostochiensis, comme appartenant 2 la famille des lignines. Trés récemment,
Robinson er al. (1988) ont observé, en microscopie en fluorescence, l'accumulation de
composés phénylpropanoiques (précurseurs des lignines) le long du trajet du nématode dans
des racines de pomme de terre infestées par G. rostochiensis et G. pallida. Grice 2 la méme:
technique, Arya et Tiagi (1985a) avaient décrit, dans des racines de carotte infestées par M.
incognita, la présence de lignines dans les parois cellulaires des syncitia, dans les tissus:
adjacents au nématode, et dans les cellules nécrosées le long de son trajet. Ils avaient précisé
que les contenus cellulaires des tissus nécrosés contenaient de la subérine, alors que la
périphérie des galles renfermait de 1a cutine et les parois cellulaires beaucoup de cellulose.
Avant ces techniques nouvelles de microscopie, Giebel et al. (1970) avaient visualisé une
accumulation de composés, répondant positivement & différentes colorations des lignines, dans.
des racines de pomme de terre parasitées par G. rostochiensis. Ils avaient précisé que cette
accumulation se situait prés de la téte du nématode, et plus spécialement au niveau de ses pores
excréteurs, suggérant l'intervention de substances élaborées par le nématode (du type B-
glucosidases ?) comme éliciteurs de la synthése des lignines. De la méme fagon, Ahmad et
Chen (1983) avaient décrit sur des racines de luzerne infestées d'Hoplolaimus galeatus, et
colorées 2 la safranine -coloration spécifique des lignines- et au fast green, un brunissement de
la zone de pénétration du nématode ainsi que de son trajet. Une analyse chromatographique
avait permis d'identifier de la phénylalanine et de la coumarine, précurseurs des lignines, aussi
bien dans les racines infestées que dans les racines indemnes, mais avait révélé la présence de
deux autres composés fluorescents non identifi€s dans les racines infestées.

4.4. Les régulations enzymatiques et les liaisons métaboliques

Les derniers travaux menés sur les perturbations qu'entrainent les nématodes sur le
métabolisme végétal montrent & I'évidence qu'elles ne sont pas uniques ou spécifiques, mais
plutdt que les désordres physiologiques sont divers et affectent plusieurs fonctions certainement
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- synergiques ou consécutives les unes aux autres (Jayaprakash et al., 1981; Tyagi et al., 1981;
Prasad et al., 1982; Singh et al., 1984; Gokte et al., 1988; Rao et al., 1988). Afin de
comprendre ces phénomenes complexes, de nombreux travaux ont été initi€s sur la régulation
enzymatique des mécanismes et leur relation avec le caractére de résistance (Fig. 6), mais
précisons que la plupart des études concernent les réactions d'hypersensibilité rencontrées
essentiellement avec les nématodes sédentaires.

a) Les peroxydases (PO)

Elles catalysent I'oxydation de composés par le peroxyde d'hydrogeéne : AH; + HyO2 =
A + 2H,0. Elles interviennent donc dans de trés nombreuses réactions du métabolisme. En ce
qui concerne la réaction des plantes aux nématodes, on les rencontre au niveau de la synthése
des lignines a partir des monophénols, ou associées aux polyphénol oxydases dans la synthése
des polyphénols, et enfin pour 'hydroxylation de 1a proline.
De fagon constante, la pénétration d'un nématode dans une racine entraine une augmentation de
l'activité PO. Acedo et Rohde (1971) avaient montré que des composés phénoliques
s'accumulaient dans les 1ésions causées par P. penetrans sur des racines de chou et que les
tissus situés a leur périphérie présentaient une activité PO accrue. Huang et al. (1971) ont décrit
deux pics d'activité de I'enzyme dans des racines de tomate infestées par M. incognita, I'un
coincidant avec l'initiation des cellules géantes et leur hyperplasie, l'autre lors du
développement des femelles. Avec l'ectoparasite L. africanus, Epstein (1972) a mesuré une
augmentation d'activité dans.les cellules corticales des racines de souci et de vigne.
La comparaison de tomates sensibles et résistantes A M. incognita a révé€l€ que, sur plants non
infestés, I'activité PO est supérieure dans la variété résistante, et, qu'aprés inoculation, elle
augmente dans les deux variétés mais moins rapidement dans la variété sensible (Chen &
Chang, 1980). Mohanty ez al. (1986) ont obtenu le méme résultat sur pois, mais ont observé
I'apparition de nouveaux isozymes de la PO sur les deux variétés aprés infestation. Ce
phénomene n'est pas constant puisque Haseeb er al. (1983) n'ont pas remarqué d'augmentation
d'activité sur Solanum nigrum parasitée par M. incognita.
Il est une PO particuliére qui catalyse l'oxydation respiratoire du NADPH en NADP+ couplée 2
la libération d'anions superoxyde O,- (Halliwell, 1977). Ces anions sont toxiques : connus
pour leur implication probable dans la mort rapide des cellules animales, ils pourraient aussi tre
la cause des nécroses associées aux réactions d'hypersensibilité chez les végétaux. La
superoxyde dismutase (SOD), qui catalyse la dismutation du superoxyde en peroxyde (20, +
2H* - H;0, + 03), diminue ou supprime la formation des anions. Elle agit donc a I'inverse de
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la PO. Apres infestation de pois par Heterodera goettingiana, l'activité de la SOD augmente
dans les plants sensibles alors qu'elle diminue dans les plants résistants, et ceci inversement &
I'activité PO (Arrigoni er al., 1981). Ces changements d'activité ont été observés dans les
mitochondries et les microsomes pour la premiére enzyme, et seulement dans les microsomes
pour la seconde. Le méme travail effectué sur pomme de terre parasitée par Globodera pallida et
G. rostochiensis (Zacheo et al., 1987), et sur tomate parasitée par M. incognita (Zacheo et al.,
1982) a débouché€ sur un constat identique. Mais 'analyse des activités en fonction du temps
(Zacheo et al., 1983) a révélé que la suractivité PO dans les plants résistants est passagére
(maximum atteint 10 jours aprés inoculation, suivi d'une chute d'activité) alors qu'elle est
invariable dans les plants sensibles. Par contre, l'activité SOD augmente dans les plants
sensibles et diminue dans les plants résistants. I est donc admis que le quotient d'activité
PO/SOD déterminerait I'établissement d'un mécanisme de résistance dans le cas de nématodes *

sédentaires. Ce couplage inverse PO/SOD‘ a aussi été révélé dans une réaction non -

hypersensible : Yamada (1987) a étudié la peroxydation lipidique des membranes cellulaires sur *
des pins parasités par B. xylophilus. Il a mesuré une augmentation de la concentration racinaire
de malondialdéhyde, indicateur de la peroxydation des lipides, associée & une élévation du taux
de protéines solubles, de 'activité PO (plus rapide dans le xyléme que dans le parenchyme"
cortical), et & une diminution de la SOD dans le xyléme. Parmi ces protéines, les protéines |
riches en hydroxyproline agiraient comme matrice de la lignification catalysée par les "
peroxydases (Zacheo et al., 1988). Cependant, I'activité de ces enzymes est sensible 2 une
hausse de température, rendant la résistance réversible (Zacheo e al., 1988).

b) Les polyphénoloxydases (PPO)

Les deux enzymes les plus importantes sont la tyrosinase qui catalyse l'oxydation des
monophénols (monophénol + 120, = o-diphénol) et la laccase qui catalyse I'oxydation des o-
diphénols (o-diphénol + 11207 = o-quinone + H,0).

Ahuja & Ahuja (1980) n'avaient pas détecté d'activité PPO dans des racines de tomate
parasitées par M. incognita, mais avaient pu la doser dans d'autres cultures (aubergine, gombo
et calebasse). De leur coté, Patel e al. (1987) n'avaient pas décelé de modification d'activité. En
fait, Ganguly et Dasgupta (1984 et 1988) ont mesuré une légere baisse d'activité tout de suite
apres l'inoculation de plants de tomate. Mais elle est suivie d'une augmentation d'activité, aussi
bien dans une variété sensible que résistante. Il y a aussi apparition d'isozymes nouveaux dans
les deux variétés, mais, 2 la longue, certains d'entre eux perdraient de leur activité dans la
variété sensible. En 1982, Giebel et Dopierala ont mesuré une plus forte activité PPO dans les
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racines de pommes de terre résistantes 3 G. rostochiensis, mais seulement aprés infestation par
le nématode. C'est a dire qu'en 1'absence de parasite, I'activité est identique dans les variétés
sensibles et les variétés résistantes. Bien que les mécanismes d'intervention de ces enzymes
soient mal connus, El-Sherif et al. (1980) ont mis en évidence un couplage a des systémes
d'oxydo-réduction.

c¢) Les ammonia-lyases

La phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et la tyrosine ammonia-lyase (TAL) catalysent la
désamination de la phénylalanine et de la tyrosine respectivement en acide cinnamique et en
acide p-coumarique. Elles interviennent donc en amont des peroxydases et des polyphénol
oxydases dans les processus de formation des nécroses.
Giebel (1973) fut le premier a étudier les modifications d'activité PAL et TAL dans le cas de
réactions d'hypersensibilité causées par G. rostochiensis sur pomme de terre. Dans des plants
sensibles, l'activité PAL diminuait avec I'dge des plants mais elle était plus forte sur les plants
infestés. Il observait le méme phénomeéne sur les plants résistants seulement en début
d'infestation, suivi d'une augmentation tardive. De plus, l'activité était plus importante dans la
variété résistante, méme sans infestation. Concernant la TAL, il a observé les phénomenes
inverses. Apres traitement des plants sensibles avec les acides coumariques et cinnamiques, il a
obtenu une diminution du développement des populations de G. rostochiensis. La diminution
de l'activité PAL aprés infestation d'une variété sensible a ensuite été confirmée par Chylinska
et Knypl (1975) sur racines de carotte parasitées par M. hapla. Mais ce caractére de résistance
attribué  ces enzymes est réversible par une augmentation de température (Brueske, 1980).

d) L'interface hormonale

Giebel a étudié, sur pomme de terre parasitée par G. rostochiensis, l'interface phénols-
acide indol acétique (AIA) et I'interface proline-AIA.
Concernant la premiére interface, Giebel (1970) a trouvé qu'il n'y avait pas de relation entre le
degré de résistance et le taux de phénols totaux, mais qu'une corrélation existait avec le quotient
monophénols/polyphénols, un rapport élevé favorisant davantage une résistance. L'étude
parallele de I'oxydation de 1'AIA en indolacétaldéhyde a montré que I'activit€ de I'AIA oxydase
dépendait de ce quotient, les polyphénols étant plutét inhibiteurs. De plus, l'expression de
I'AIA oxydase dépendrait aussi de 1'acidité du milieu, une diminution du pH intracellulaire au
niveau des variétés résistantes favorisant son activité (Giebel et al., 1979). Knypl et al. (1975)
ont démontré, sur carotte parasitée par M. hapla, que la concentration en phénols augmentait
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dans les racines et que l'activité AIA oxydase y diminuait, mais pas de fagon constante dans le
temps. Ganguly et Dasgupta (1980) ont alors vérifi€ que 'activité AIA oxydase dans les plantes
sensibles n'était pas due & l'apparition de nouveaux isozymes, et que ces enzymes avaient les
mémes propriétés, qu'elles soient dosées dans des plantes infestées ou pas. Cependant, les pics
d'élution de I'AIA oxydase coincidant avec ceux de la PO, cette derni¢re pourrait jouer un
double role selon son type d'expression dans les mécanismes de défense. Bajaj er al. (1983;
1985) ont résumé en disant que les PPO augmentent I'oxydation des orthodihydroxyphénols en
quinones (polyphénols), qui inhibent les enzymes hydrolytiques.

Quant 2 la seconde interface, Giebel et Stobieka (1974) ont avancé que le degré de résistance
pouvait aussi étre sous la dépendance du rapport proline/hydroxyproline, I'hydroxyproline étant
un agent inhibiteur de I'activité hormonale de I'AIA, alors que la proline inverserait cette
inhibition.

En conclusion, la formation des nécroses dans le cas des variétés résistantes provient:

d'une lignification intense et d'une perte d'activité de 1'AIA. La lignification est due, non
seulement 2 l'apparition de monophénols 2 partir des glucosides végétaux hydrolysés par les -
glucosidases du nématode, mais encore a l'activité de la PAL et de la TAL. La perte d'activité:
de I'AIA serait consécutive 2 une destruction par I'AIA oxydase sous la dépendance de la
balance mono/polyphénols, et 4 une perte d'activité directe sous la dépendance de la balance
proline/hydroxyproline.
11 faut tout de méme préciser que ces phénomeénes existent essentiellement dans le cas des
réactions d'hypersensibilité rencontrées avec les nématodes sédentaires du type des
Heteroderidae. Peut-€tre sont-ils mieux étudiés avec ces nématodes en vertu de leur caractére
sédentaire (la barriere lignifiée est plus facile & mettre en place). Cependant, dans le cas des
nématodes migrateurs, comme les Pratylenchidae, bien des mécanismes physiologiques de la
pathologie sont comparables.
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5. LES PERTURBATIONS HISTO-CHIMIQUES

Dans le cas des Heteroderidae, Giebel et al. (1970) avaient observé un épaississement

membranaire des cellules de racines de pomme de terre adjacentes au nématode G.
rostochiensis, et une expansion radiale de ce phénomeéne aux cellules proches. Cet
épaississement serait dii a l'accumulation membranaire de substances qui réagissent 2 la
coloration des lignines.
Récemment, Khan et Haseeb (1984) notaient que, sur des racines de gombo, les oxydases
étaient plus concentrées au niveau du cortex et des faisceaux vasculaires. Mais, elles étaient
absentes au niveau de plants infestés par M. incognita. IIs n'avaient pu détecter la présence de
peroxydases. Sur tomate parasitée par le méme nématode, Haseeb et al. (1986) avaient observé
une plus forte concentration d'oxydases et de lignines sur la variété résistante, et cela au niveau
du cortex et des faisceaux vasculaires. A nouveau, les peroxydases n'avaient pu étre détectées.
Les auteurs émettaient I'hypothese d'une trop faible concentration de ces enzymes.

Pour ce qui concerne les nématodes 2 lésion, P. penetrans a fait l'objet de nombreuses
études. Pitcher et al. (1960) avaient trouvé que les tissus racinaires de pommiers et de péchers
les plus concentrés en phénols sont aussi les plus attaqués par ce nématode. Sur céleri,
l'endoderme renferme plus de phénols que 1'épiderme et le cortex (Townshend, 1963). P.
penetrans traverse toutes les couches racinaires, jusqu'a I'endoderme, et ces tissus se nécrosent’
sur le trajet du nématode. Acedo et Rohde (1971) ont précisé que les phénols s'accumulent dans
l'endoderme en avant de la zone trophique du nématode. Cela indique que la production de
phénols n'est pas seulement due 2 la lésion mécanique des cellules par le nématode, mais qu'il
existe certainement une production a distance régie par des mécanismes physiologiques. Ceci
fut confirmé sur la luzerne, en culture in vitro (Townshend & Stobbs, 1981) : 1a présence de
polyphénols a été observée dans les cellules endommagées par le nématode. La coloration
résulte de I'oxydation des phénols, impliquant la formation de substances semblables 2 la
lignine. Si les phénols sont maintenus sous leur forme réduite a 1'aide de I'acide ascorbique, les
lésions ne sont pas visibles. La coloration se développe dans I'épiderme et les cellules du
parenchyme cortical 1ésées par le nématode, et plus encore dans I'endoderme et le cylindre
central, bien que ces deux tissus ne soient pas infestés.

La comparaison de variét€s de tomate sensibles et résistantes a P. penetrans (Hung & Rohde,
1973) a montré que ce nématode cause au début une lésion superficielle identique sur les deux
variétés. Puis il pénétre dans le cylindre central de la racine, sur la variété sensible, alors qu'il
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reste confiné dans le cortex sur la variété résistante. Parallelement, I'acide chlorogénique, plus
concentré sur la variété résistante, s'accumule dans I'endoderme. Les composés d'oxydation de
I'acide chlorogénique par le nématode seraient un frein 2 sa progression.

Sur la luzerne, Ahmad et Chen (1983) ont mis en évidence l'induction du métabolisme des
lignines par H. galeatus. Ce nématode détruit 1'épiderme et le cortex, puis s'oriente vers les
tissus vasculaires qui brunissent. Ces tissus renferment de la coumarine et de 1a phénylalanine,
précurseurs des lignines par action de la phénylalanine ammonia-lyase.

Cependant, l'identification tissulaire des multiples substances impliquées dans les
métabolismes de réaction des plantes aux nématodes, reste fortement dépendante d'une part de
la sensibilité des tests de coloration, d'autre part de l'instabilit€ de ces substances apres la
confection des coupes, surtout pour ce qui concerne les substances enzymatiques.

6. LES SOURCES DE RESISTANCE

6.1. Les espéces sauvages

Elles ont toujours constitué une ressource potentielle d'individus résistants. Mais il est
souvent difficile de les croiser selon les. méthodes conventionnelles a cause d'incompatibilités
sexuelles (niveaux de ploidie différents, etc.). Quand le croisement est un succes, I'hybride est
souvent stérile et ne peut plus étre amélioré. Cependant, l'utilisation d'espéces sauvages a
réussi dans le cas de la pomme de terre, de la tomate et du tabac (Hawkes, 1977; Fassuliotis,
1982).

6.2. L'induction de mutations ‘

L'irradiation des graines ou l'utilisation de mutagénes chimiques ont permis d'obtenir
des variants (Bhatnagar et al., 1985, Burton & Hanna, 1977). Mais la résistance est aussi
facilement réversible (Tellhelm & Stetler, 1984).

6.3. Les biotechnologies

La régénération des plantes 2 partir d'organes, de tissus ou de cellules végétales est une
voie d'obtention de variants somatiques résistants (Litz, 1986). Une autre méthode est la
recombinaison génétique par hybridation somatique apres fusion de protoplastes, méthode

Introduction 56



appliquée entre Solanum melongena, sensible aux nématodes, et S. sisymbriifolium, résistante
(Gleddie er al., 1986).

7. LE POINT SUR LES MUSACEES

Wehunt et al. (1965, 1978) notaient que le sous-groupe Gros Michel était moins
sensible & R. similis, en terme de taux d'infestation, que le sous-groupe Cavendish.
Apres eux, Rajendran et al. (1979) indiquaient que le cultivar Anaikomban (AAA),
dénomination srilankaise du cultivar Gros Michel (Champion, 1967) était indemne de R.
similis, conclusion peut-étre un peu rapide vu les résultats plus nuancés de Davide & Marasigan
(1985). La sensibilité aux autres nématodes fut aussi mesurée. Ainsi, parmi les variétés testées
vis & vis de R. similis et H. multicinctus par Gowen (1976), celles du sous-groupe Cavendish
apparaissent comme les plus sensibles. Ce méme groupe serait sensible & Pratylenchus coffeae
(Pinochet & Rowe, 1978) et P. brachyurus (Gupta, 1975), trés sensible 4 M. incognita ou M.
javanica (Zem & Lordello, 1981; Davide & Marasigan, 1985). D'ailleurs, en testant un
représentant de quatre génotypes différents, Claudio et Davide (1967) n'ont pas trouvé de
résistance a M. incognita.

Bien que ces résultats soient intéressants, ils sont & prendre avec quelques précautions,
d'une part & cause des méthodes et criteres utilisés pour classer les cultivars, d'autre part a
cause de l'influence du milieu sur la relation parasitaire. En effet, seuls deux criteres sont
constamment choisis : soit le dénombrement des nématodes ayant pénéuré dans les racines
(Gowen, 1976; Pinochet & Rowe, 1978; Zem et al., 1981; Zem & Lordello, 1981;
Ravichandra & Krishnappa, 1985), soit celui des 1ésions superficielles (Wehunt et al., 1965;
Pinochet & Rowe, 1979; Zem ez al.., 1981; Davide & Marasigan, 1985; Ravichandra &
Krishnappa, 1985). Le premier dénombrement est ramené 4 l'unité de poids de racine, le
second, 2 un indice de lésions 2 cinq niveaux. Or le premier critére est trés variable, selon
T'origine des racines (Quénéhervé & Cadet, 1982), et le second, trés subjectif, car d'une part les
agents responsables des 1ésions peuvent étre divers, d'autre part il est rarement corrélé au
premier. Ceci a été récemment démontré par Hugon et Picard (1988) qui ont conclu qu'a un
instant donné, sur trois types de taches racinaires classées selon leur couleur, un seul était
représentatif de l'infestation en nématodes. Par ailleurs, ces niveaux d'infestation peuvent étre
variables en fonction du stade physiologique des plantes, de la texture des sols et de leur
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composition chimique (Davide, 1980). Donc I'aptitude d'un bananier a étre moins attaqué
qu'un autre (lésions) ne lui confére pas automatiquement une qualité de résistance.

Du point de vue histochimique, si le champ d'investigation est totalement vierge en
nématologie, de nombreuses études ont déja ét€ menées en mycologie. La plupart des travaux
ont porté sur le champignon racinaire Fusarium oxysporum f. cubense, responsable entre autres
de Iésions racinaires et bulbaires profondes. Ce champignon sporule dans le xyléme, et les
conidies sont véhiculées par le courant ascendant de transpiration, les plus petites pouvant
passer a travers des ponctuations membranaires des vaisseaux. La taille de ces ponctuations,
qui va déterminer la quantité€ de spores transportées de proche en proche, peut étre considérée
comme un critere de sensibilité ou de résistance (Beckman er al., 1961). Le tissu racinaire va
réagir 2 la progression du champignon en occluant les vaisseaux d'abord par un "gel" puis par
des tyloses. Sur une variété résistante, le "gel" persiste jusqu'd ce que les vaisseaux soient
définitivement fermés par les tyloses, alors que sur une variété sensible, le "gel" est dégradé
avant, libérant la lumiére des vaisseaux (Beckman et al., 1962). Cette réaction tissulaire n'est
pas identique pour d'autres formes de F. oxysporum, telles que pisi et lycopersici (Beckman &
Halmos, 1962). Le "gel" est formé A partir de polyméres des parois cellulaires, essentiellement
d'’hémicellulose B, élément plus abondant au niveau des variétés résistantes qu'au niveau des
variétés sensibles (Zaroogian & Beckman, 1968), mais aussi d'arabinose, de glucose, de
xylose, et d'acide uronique (VanderMolen et al., 1986). Sa synthése dépend de nombreux
facteurs, comme les changements diurnes du pH intraracinaire, en relation avec la concentration
en CO, (Beckman, 1969 g & b).

La synthése du tylose dans le xyléme est stimulée par 'AIA. Les phénols pourraient aussi
contribuer 2 sa synthése : la dopamine, phénol majoritaire dans les racines de bananier Gros
Michel, n'interfére pas sur l'activité auxinique, et la protégerait d'une oxydation par 1'AIA
oxydase (Mace & Solit, 1966).

Sur la variété Gros Michel, ces substances phénoliques sont concentrées dans des cellules
éparses du parenchyme cortical et du parenchyme médullaire, apprimées aux vaisseaux du
xyléme, et aussi dans le phloéme primaire (Mace, 1963). Les phénols sont compartimentés en
éléments globulaires autour de la vacuole, sur sa face interne. Ces éléments s'agrégent et
forment une couche continue tapissant la cavité vacuolaire (Beckman & Mueller, 1970). Les
sites de synthése des phénols n'ont pas encore été déterminés, mais 'abondance de plastides
dans les cellules & phénols, et la présence d'un reticulum endoplasmique au contact de ces
plastides, laissent entrevoir le rdle éventuel de ces organites cellulaires (Mueller & Beckman,
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1974). L'oxydation des phénols est attribu€e & un systeme polyphénol-oxydasique. Les
peroxydases et les cytochrome-oxydases peuvent, en outre, participer a ces oxydations (Mace
& Wilson, 1964), des peroxydases ayant été détectées dans les faisceaux du phlo¢me et le
xyléme alterne centripete (Mace, 1964).

Cependant, a l'inverse des résultats décrits avec les champignons racinaires, les études
histologiques, entreprises sur les nématodes du bananier, n'indiquent pas d'envahissement du
cylindre central par ces parasites (Loos, 1962; Blake, 1966 et 1972; Pinochet, 1978). Mais, de
maniére presque constante sur cette plante, les lésions causées par les nématodes constituent un
terrain privilégié d'invasion des racines par les champignons telluriques, dont F. oxysporum.
On ne peut alors écarter la possibilité d’'une synergie entre ces’organismes pathogénes et, par
conséquent, d'effets conjoints, compétitifs, ou successifs sur la croissance et la productivité de
la plante.
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LES CHAMPIGNONS TELLURIQUES
ASSOCIES AUX NEMATODES SUR
BANANIER

De nombreux travaux ont illustré une association entre les nématodes phytoparasites et
les champignons telluriques et ont montré que les nématodes étaient les premiers parasites 2
pénétrer dans les racines, créant ainsi des voies privilégiées pour les infestations fongiques.
Mais la part de chacun des parasites dans la pathologie du bananier n'a jamais été étudiée. }

La structure des communautés de nématodes parasiteé du bananier est déterminée par les
caractéristiques physico-chimiques des sols (Quénéhervé, 1988 a, b & c). D'autre part, la
nature des populations fongiques peut étre lie A celle des populations de nématodes. C'est ainsi
que Booth et Stover (1974) indiquaient que Cylindrocarpon musae est communément associé a
R. similis , et représente 15 2 50% de la microflore isolée de racines de bananiers en Amérique
Latine et aux Antilles Frangaises. Par ailleurs, Stover (1966) mentionnait que Fusarium solani
et Rhizoctonia sp. prédominaient dans les 1€sions racinaires, causées ou non par les nématodes
: il s'avérait que F. solani était fréquent dans les 1ésions 2 R. similis, et Rhizoctonia sp. dans
les 1ésions & H. multicinctus. En 1980, Pinochet et Stover ont isolé des champignons 2 partir de
Iésions dues & P. coffeae : Acremonium stromaticum et C. musae représentaient 74% des
échantillons. Pour Booth et Stover (1974), la pénétration de C. musae dans les racines ne serait
possible que par l'intermédiaire de blessures superficielles; mais sa pathogénie a été démontrée
en I'absence d'autres parasites (Pinochet & Stover, 1980a). Enfin, il semble que les types
d'associations soient semblables sur d'autres groupes génétiques de Musa sp. comme les
Plantain (Pinochet, 1979a; Pinochet & Stover, 1980b).

L'impact de I'association nématodes-champignons sur le bananier a été étudiée depuis
longtemps. Newhall (1958), Loos (1959), et Loos et Loos (1960) avaient conclu que
I'expression de la maladie de Panama causée par F. oxysporum f.sp. cubense sur la variété
Gros Michel était considérablement accélérée en présence de R. similis ; 1'invasion des racines
par ce champignon serait activée par 1'établissement de conditions nutritives favorables a son
développement, conditions créées par le premier parasite qu'est le nématode (Blake, 1966 et
1969; Rajaram, 1979). La croissance de la plante et son rendement s'en trouvent alors d'autant
plus affectés (Sikora & Schidsser, 1973).

61 Introduction



Une étude précise de 1'ensemble de la littérature sur ce sujet montre une imperfection
dans les méthodes utilisées pour inventorier les types d'associations. En effet, si les
expérimentations passent par l'isolement systématique des champignons des Iésions racinaires,
il n'en est pas de méme pour les nématodes. Une l€sion est supposée contenir tel ou tel
nématode simplement par son aspect (Stover, 1966) ou bien I'évaluation des nématodes est faite
apres extraction globale des racines (Sikora & Schldsser, 1973), mais jamais aucun nématode
n'a éié identifi€ aprés son extraction des 1ésions. Cela laisse supposer quelques variations dans
les interprétations. Ensuite, les auteurs se sont basés sur les fréquences des associations pour
conclure 3 des affinités nématodes-champignons (Booth & Stover, 1974; Stover, 1966;
Pinochet & Stover, 1980a), sans savoir en fait si ces associations étaient aléatoires ou non.
Enfin, I'étude biologique de I'infestation des champignons avec ou sans nématode n'a été
abordée que sous 1'aspect des dégits occasionnés, et jamais sous I'angle physiologique.

Actuellement, nous n'avons donc aucune donnée sur la spécificité des associations
(influence des variétés de bananiers, des types de sol, de l'espéce du nématode, impacts
pathologiques du champignon avec ou sans nématode, comparaison des pathogénies des deux
parasites). Nous voyons combien le probléme de la résistance aux nématodes se complique a
partir du moment on il n’est plus le seul parasite en cause, et combien ces études deviennent
importantes si l'on veut comprendre les composantes de la sensibilité du bananier.
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PRESENTATION DES TRAVAUX

Une des conditions premie¢res pour étudier le syst¢me plante-nématode était de controler
chaque élément du complexe, et de pouvoir maitriser les inoculations. Cela n'était possible que
grice a l'utilisation de matériel végétal indemne du nématode étudié. La micropropagation du
banahicr était la seule solution envisageable. Elle permettait l'obtention 2 la fois de matériel sain
et d'un systeme d'étude in vitro et in vivo de la pathogénie des nématodes. La premiére étape a
donc consisté a améliorer et simplifier les quelques techniques existantes, afin d'adapter les
conditions optimales d'élevage des parasites au développement in vitro des pousses (intrans
nutritionnels et stimulateurs de croissance, conditions physiques de la culture) et de maitriser le
sevrage des vitro-plants en serre. Ceci nous a amenés naturellement a étudier le comportement
des trois nématodes R. similis, H. multicinctus et H. pararobustus en élevage axéniqué sur
pousses de bananier, pour la mise au point d'un test précoce de résistance.

L'absence de coloration des lésions provoquées par les nématodes en culture in vitro
nous a conduits 2 vérifier la responsabilité des nématodes dans la nécrose des tissus racinaires
de bananiers in situ. En effet, I'écosystéme tellurique d'une bananeraie est trés complexe, la
pénétration des nématodes dans les racines pouvant s'accompagner de l'introduction d'autres
micro-organismes pathogénes opportunistes dont les plus fréquents sont représentés par les
champignons. On a donc étudié le "contenu nématologique et fongique" des lésions dans le cas
de populations plurispécifiques comme on les rencontre sur cette culture en Afrique, afin de
lever une ambiguité, parfois polémique, sur la part respective des nématodes et des
champignons dans la pathologie racinaire.

La preuve étant faite sur la responsabilité des nématodes dans la nécrose des tissus et sur
les dégits macroscopiques que représentent les I€sions, I'étude de la pathogénie des nématodes
et de la pathologie comparée des deux variétés 2 sensibilité différente (Poyo et Gros Michel)
s'imposait. Dans ce cas, cette étude faisait 3 nouveau appel 2 l'utilisation de vitro-plants,
inoculés en conditions contrdlées. Les premiers travaux ont d'abord porté sur la description de
I'évolution des dégits histologiques causés par les trois nématodes. Ensuite, nous avons
mesuré l'évolution des populations monospécifiques de nématodes et leur impact sur la
croissance des vitro-plants. Enfin, une évaluation des effets sur la physiologie de la plante fut
établie, tant du point de vue du métabolisme nutritionnel (photosyntheése et nutrition minérale et
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organique) que du métabolisme secondaire de défense de la plante. Le but poursuivi était alors
de décrypter les caracteres de différenciation des deux variétés vis a vis du parasitisme par les
nématodes, en relation avec les dégits histologiques causés.

Enfin, si la notion d'impact des parasites sur la plante est bien connue, celle de la plante
sur le parasite est moins étudi€e. Pourtant elle peut apporter bien des informations sur les
relations de résistance, de tolérance ou de sensibilité. Ainsi, une étude effectuée au champ et
portant sur l'incidence de 'hormonage des bananiers sur les populations de nématodes parasites
a permis de comprendre le role joué par la physiologie de la plante sur la biologic des
nématodes.

Deux notions importantes se dégagent de ces travaux : d'une part le degré de sensibilité
d'une variété de bananier est spécifique de l'espéce de nématode qui la parasite, d'autre part
I'évolution de la population d'un nématode est soumise spécifiquement @ la physiologie du
bananier.
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MATERIELS « METHODES







LE MATERIEL BIOLOGIQUE

1. OBTENTION ET CULTURE DU MATERIEL VEGETAL INDEMNE DE
NEMATODES

Les effets des nématodes sur le bananier n'ont été que partiellement étudiés parce qu'il
était jusqu'alors impossible de contrdler les infestations, toutes les bananeraies étant infestés.
Ces parasites étant capables d'infester les tissus superficiels des rhizomes, et de s'y déplacer,
les techniques anciennes de multiplication du matériel de plantation (production de pousses
adventives [Hamilton, 1965] ou de rejets sur souches [Barker, 1959]) ne garantissaient pas
'absence de nématodes. Aujourd'hui, les techniques de culture in vitro le permettent. Les
objectifs de la micropropagation sont doubles : obtenir du matériel de plantation indemne de
nématodes pour son utilisation en culture banani¢re (étude des modalités de la réinfestation en
bananeraie) et constituer un systéme expérimental d'étude des relations hote-parasite.

1.1. Micropropagation du bananier

De nombreux auteurs ont décrit des méthodes de micropropagation de plusieurs
cultivars de bananier a partir de bourgcons (Berg & Bustamante, 1974 ; De Guzman et al.,
1980 ; Vessey & Rivera, 1981 ; Bower & Fraser, 1982 ; Dore Swamy et al., 1982 ; Mante &
Tepper, 1983 ; Cronauer & Krikorian, 1984 ; Hwang er al., 1984 ; Sun, 1985 et Vuylsteke &
De Langhe, 1985), ou d'organes reproducteurs (Ma et al., 1978 ; Bakry & Rossignol, 1985 ;
Bakry er al., 1985). Mais les techniques d'avenir sont représentées par 1'embryogenése
somatique (Cronauer & Krikorian, 1987; Escalant & Teisson, 1987 et 1988) ou la culture de
protoplastes (Bakry, 1984; Chen & Ku, 1985).
La méthode présentée ici a consisté a améliorer et a simplifier les différentes étapes de la culture
et de la multiplication in vitro du bananier 2 partir de bourgeons, tout en créant des plants a haut
potentiel d'acclimatation apres le sevrage en pépiniere. Un effort particulier a aussi porté sur les
phases d'acclimatation et d'élevage qui constituent généralement un stress physiologique pour
les plants.
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a) Le matériel végéral

Les bourgeons apicaux et axillaires de feuilles sont prélevés a I'emporte-piece sur les
rejets et sont débarrassés de deux ou trois écailles foliaires externes ; I'explant est alors
constitué par le méristéme apical, quelques écailles foliaires et un fragment de tissu
parenchymateux du bulbe sous-jacent, 'ensemble mesurant environ 2 mm de diametre sur 4
mm de hauteur.
Environ 50 bourgeons sont trempés pendant 10 min dans 100 m! d'une solution d'hypochlorite
de sodium commercial (eau de Javel) dilué 2 0,25% de NaOCl, additionnée de 0,1 ml de Tween
80 servant de mouillant. Les bourgeons sont ensuite rincés trois fois a I'eau distillée stérile.
Enfin, ils sont coupés en deux ou quatre fragments selon leur taille.

b) Micropropagation

Elle comporte deux étapes : une premi¢re phase d'induction des méristémes et de
multiplication en masse des bourgeons; puis une phase d'allongement et d'enracinement des
pousses. Ces étapes sont conduites sur le milieu minéral de base de Murashige et Skoog (1962)
gélosé 2 0,8% d'agar (milieu MS).

L'induction des méristémes est conduite sur ce milieu additionné d'une phytohormone
cytokinique caulogene (Tab. 4), 1a benzyladénine (BA), a plusieurs concentrations. Ce milieu
s'appellera "milieu de multiplication" (MSM). Nous avons testé l'effet d'une auxine, l'acide
naphtaléne acétique (ANA) 2 la concentration de 21,5 UM, en combinaison avec la cytokinine.
L'acide ascorbique (ou vitamine C) est utilisé a la concentration de 50 mg.1"! afin d'empécher le
brunissement des milieux par oxydation des substances phénoliques excrétées par les explants.
En effet, I'apparition de substances brunes dans le milieu est un facteur limitant la croissance
des bourgeons. Le bananier contient de fagon naturelle beaucoup de substances phénoliques qui
s'oxydent facilement dés qu'un tissu est blessé (Palmer, 1963), par exemple 2 l'occasion
d'attaques parasitaires (Beckman & Mueller, 1970). Dans le cas de cultures de tissus,
I'excrétion de ces substances dans le milieu provient de 1'altération des cellules superficielles
abimées soit par la division des bourgeons lors de la premiére mise en culture, soit par le
nettoyage des explants lors des repiquages successifs. L'acide ascorbique empéche I'oxydation
de ces composés.

Les cultures sont placées sous lumitre continue (20 W.m-2) 2 30°C.

Des que des touffes de bourgeons feuillés sont formées, chaque bourgeon est isolé et repiqué
pour la multiplication en masse. Cette phase est conduite dans les mémes conditions nutritives
et physiques de culture que l'induction.
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Le retrait de la cytokinine du milieu et la réduction de moitié de la concentration en
saccharose favorisent I'élongation et l'enracinement des pousses. Ce milieu d'allongement-
enracinement, appelé milieu MSA (Tab. 4) est solidifié avec 0,7% d'agar. Les cultures sont
placées sous une photopériode de 12 heures (Gro Lux 20 £ 2 W.m2) 2 30°C et 12 heures
d'obscuritéa 27°C.

Tableau 4 : composition des milieux de micropropagation du bananier

MILIEU MSM MILIEU MSA
COMPOSITION Induction et Allongement et
multiplication enracinement
Macroéléments MS + +
Microéléments MS + +
FeEDTA + +
mg/l mg/l
Thiamine HCl 0,1 0,1
Pyridoxine HCl 0,1 0,1
Acide nicotinique 0,5 0,5
Myo-inositol 100 100
Glycine 2 2
Hydrolysat de caséine 500 500 g
Tyrosine 200 200
Acide ascorbique 50 0
Benzyladénine 22,5 uM 0
Saccharose 20 g1 10g1
* Agar 0,8% 0,7%
pH 5.8 5.8

1.2, Elevage des vitro-plants en serre

a) Conditions expérimentales

L'élevage se déroule sous abri ouvert et ombré & 50%, dans les conditions climatiques
naturelles de basse Cote d'Ivoire; le climat est tropical humide, caractérisé par quatre saisons :
deux saisons pluvieuses (avril-juillet et octobre-novembre avec des pluviométries moyennes
respectives de 1310 et 325 mm) et deux saisons séches (aofit-septembre et décembre-mars avec
des pluviométries moyennes respectives de 120 et 270 mm).
La température moyenne est de 26,4°C, la moyenne des minima étant de 22,5°C et celle des
maxima de 30°C.
L'humidité relative moyenne varie de 64% en janvier & 76% en juin.
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C'est en aoiit que le rayonnement solaire global est le plus bas (136 W.m2) et en mars qu'il est
le plus élevé avec 226 W.m2 (Station météorologique O.R.S.T.O.M. Adiopodoumé, 1948-
1981).

Sous ombriere & 50%, I'humidité relative est en général supérieure a 70%; les températures
moyennes varient de 25 4 32°C et le rayonnement solaire de 60 2 250W.m2.

b) Phase d'acclimatation

Les plantules sont repiquées en godets (segments de tube PVC) de 250 ml disposés
dans des miniserres BHR (Société Bouillard), a raison de 30 godets par serre, sur un mélange
de terre sableuse, traitée a la chaleur humide a 80°C pendant 6 h, et de bourre broyée de noix de
coco, dans les proportions 1/3-2/3 (Tab. 5).
Ce second composant (mésocarpe fibreux) a été préalablement tamisé 3 4 mm pour éliminer les
fibres. Aprés repiquage, le mélange est saturé d'eau et le couvercle des miniserres fermé.
L'humidité relative est maintenue a saturation pendant une semaine.
Le couvercle des mini-serres est ensuite relevé progressivement, en deux jours, en fonction de
I'humidité extérieure maintenue par des aspersions. L'acclimatation dure environ deux
semaines.

¢) Phase d'élevage

Les plants sont repiqués en motte dans des seaux en plastique contenant 2 litres du
mélange de terre de forét et de bourre de coco broyée non tamisée dans les mémes proportions
que précédemment. '
La nutrition du bananier, pendant 1'élevage, a été estimée par rapport aux besoins du bananier
adulte. D'aprés Martin-Prevel et Charpentier (1963), les apports devraient étre en moyenne de
10 a 20 fois supérieurs aux besoins : les besoins en potassium sont assez élevés (K+ = 8823
meq) et 'azote est utilisé immédiatement (NO3- = 6428 meq); les besoins en phosphore ne sont
pas importants (H,PO4- = 303 meq). L'apport de 1'azote doit donc étre échelonné, ce qui nous
a fait opter pour l'emploi d'un engrais a libération lente. Nous avons palli€ le défaut de
potassium par du KCl. Les doses ont été calculées en retenant 1'équilibre N-P-K de Martin-
Prével & Charpentief pour la culture hydroponique du bananier, mais en se basant sur des
apports 4 fois inférieurs. Ainsi, la fertilisation est assurée d'une part par incorporation dans le
substrat d'un engrais 3 libération lente (9g d'Osmocote 18-11-10) et de chlorure de potassium
(13 g), d'autre part par pulvérisations trois fois par semaine d'engrais foliaire (Bayfolan 0,2%).
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Tableau 5 : composition du substrat pour 'acclimatation et 1'élevage en serre des vitro-plants de
bananier.

ANALYSE TERRE COCO

GRANULOMETRIE Refus > 2 mm 0,00
Argile 0-2 pm 9,80

Limons fins 2-20 pm 2,10

Limons grossiers 20-50 um 3,30

Sables fins 50-200 pm 23,10

Sables grossiers 200-2000 pm 60,10

COMPLEXE ABSORBANT Ca++ 0,57 3,26
meq/100 g Mg++ 0,22 4,53
avec 20 g de sol et mg++ K+ 0,02 8,07
250 ml de CH3COO (NH4) Na+ 0,02 6,33
MpH 7 Total 0,84 22,04
T(CaapH7) 4,65 30,10
100 S/T 18,07 74,18
CATIONS DE RESERVE Ca++ 1,21 6,29
meq/100 g Mg++ 1,89 6,78
K+ 2 10,56
Na+ 0,54 7,16
Total 4,84 30,79
FERTILITE P205 Ass. Olsen 0,1%
P205 Total NO3H  0,13% 0,13%
pH pH H20 4,70 6,90
pHKCl 3,90 6,26
MATIERE ORGANIQUE (%) Totale 1,90 29,34
C 11,18 17

N 0,63 0,28
C/N 17,74 60,71

RAPPORT SOL/JEAU Humidité 105°C 1% 11,10%

Perméabilité 35,04 cm/h.

Capacité de rétention du mélange 1/3-2/3 0210cm  72,20%
102420cm  42,30%

L'autre facteur limitant est le besoin en eau. En effet, compte-tenu de 'ETM élevée du bananier
adulte en plantation (Meyer & Schoch, 1976), de la surface foliaire des vitroplants (0,2 m2) et
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de la faible capacité de rétention en eau du substrat (Tab. 5), nous avons eu recours 2 une
aspersion et & des irrigations fréquentes mais de faibles volumes (50 ml/plant/jour).

Pendant cette période, on assiste au passage d'une forme juvénile i une forme adulte : les
feuilles allongées et pointues deviennent larges et arrondies, et un systéme de racines primaires
épaisses et de racines secondaires disposées en peigne apparait. Les plants atteignent, 2 mois
apres le transfert, 30 2 40 cm de haut pour 8 feuilles; ils peuvent alors étre transférés au champ.
Dans les conditions optimales de multiplication et de culture que nous avons pu déterminer,
nous obtenons, aprés le sevrage des pousses en pépini¢re, un taux de reprise proche de 100%.

Ainsi, les trois stades de production des vitro-plants de banariers (plants en culture in vitro,
plants en phase d'acclimatation et plants en phase d'élevage) ont été utilisés comme systémes
expérimentaux d'élevage des nématodes et d'étude de leur pathogénie.

2. OBTENTION ET ELEVAGE DES PARASITES

2.1. Prélévement des échantillons en bananeraie

Selon la méthode d'échantillonage décrite par Quénéhervé et Cadet (1986), tous les
organes du bananier (pied-mere et rejets) sont séparés les uns des autres et regroupés par
génération, aprés arrachage complet de la plante (Fig. 7). Les racines sont prélevées au hasard
autour des bulbes.

2.2, Extraction des nématodes

a) Extraction a partir du sol

Le principe utilisé est la séparation densimétrique des particules par €lutriation du sol,
selon la technique de Seinhorst (1962).

b) Extraction a partir des racines en chambre a brouillard
La méthode suivie consiste en une extraction des nématodes des racines placées dans
une chambre a brouillard, selon la technique de Seinhorst (1950).

Matériels & Méthodes 72



Figure 7 : agencement des générations successives des rejets d'un bananier.

PM = pied mére; 1,2 = génération; Y = rejet; @ = rejet recépé

¢) Extraction a partir des racines a l'eau oxygénée

La technique employée est celle de Gowen et Edmunds (1973). Nous l'avons appliquée
pour l'extraction des nématodes contenus dans les 1ésions racinaires. Apres lavage des racines a
I'eau, les fragments racinaires qui présentent des lésions sont déposés dans des tubes 2 essais
contenant 10 ml d'une solution d'eau oxygénée (H202 30%) & 1% et placés a l'obscurité a 27-
30°C. Les nématodes sont identifiés 24 heures apres.
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2.3. Elevage des nématodes

a) Elevage monoxénique

Apres extraction a partir des racines ou des cortex de souches de bananiers ou de sol de
bananeraie, les nématodes sont isolés espéce par espece et sont trempés pendant 18 heures dans
une solution antibiotique de sulfate de streptomycine & 0,1%. Aprés un ringage dans l'eau
distillée stérile, ils sont déposés en goutte a la surface des milieux de culture a raison de 10
femelles bar pousse. Les élevages sont placés sous les mémes conditions physiques de
température et de lumitre que 1a culture des explants végétaux seuls.

- sur rondelles de carotte

Nous avons appliqué cette technique pour R. similis et 'avons empruntée 3
plusieurs auteurs (O'Bannon & Taylor, 1968; Boncato & Davide, 1980; Koshy & Sosamma,
1980; Reise et al., 1987). Des racines tubérisées de carottes (Daucus carota) sont lavées a I'eau
puis immergées 10 secondes au plus dans de 1'éthanol a 95°, et enfin flambées trés rapidement.
Apres épluchage des carottes, plusieurs rondelles d'environ 1 cm d'épaisseur sont coupées et
déposées dans des flacons, a la surface du milieu composé d'agar 1% en solution aqueuse (pH
5,8). Les cultures sont placées a I'obscurité, a2 28°C. Les nématodes sont inoculés aprés une
semaine de culture. ’

- surraci XCi m

Nous avons appliqué cette technique & R. similis et H. pararobustus et 1'avons
empfuntés a Feder (1958), Feder et al. (1962), et Myers et al. (1965). Aprés stérilisation de
100 graines de gombo (Abélmoschus esculentus) dans 100 ml de chlorure mercurique 0,2%
pendant 2 min, et triple ringage a I'eau distillée stérile, les graines sont mises 3 germer en boites
de Pétri, sur le milieu minéral de base de Murashige et Skoog (1962) complété avec 20 g.1-! de
saccharose, 0,5M de kinétine et 0,5M d'acide indolyl acétique, et solidifié avec 1,5% d'agar.
Les cultures sont placées 4 l'obscurité & 28°C. Aprés que la racine séminale se soit dévelbppée
et ramifiée, la partie aérienne des plantules est coupée au ras de la surface du milieu. Les
nématodes sont alors inoculés.

Nous n'avons pas pu élever H. multicinctus a 1'aide de cette méthode. Elle représente cependant
la premiére technique d'élevage in vitro d'H. pararobustus.

La seule référence d'élevage de nématodes parasites du bananier sur tissus de
cette plante est celle de Brown & Vessey (1985) qui ont élevé R. similis et H. multicinctus sur
cal de pulpe de banane. Ces auteurs ont noté qu'une semaine apres inoculation, I'inoculum de
R. similis s'était multiplié, alors que les H. multicinctus n'avaient pas survécu. Iis attribu¢rent
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ce résultat A la biologie différente de ces deux nématodes. Aucune expérimentation n'a encore
ét¢ entreprise avec H. pararobustus. Nous avons inocul€ les trois especes sur pousses feuillées
et enracinées de bananier cv.'Poyo' cultivées dans les conditions physico-chimiques décrites
précédemment (cf.§ 1.1.) 2 raison de 10 femelles par pousse.

b) Elevage en serre sur bananier

H. multicinctus n'ayant pu étre €élevé in vitro, il a été extrait du sol ou des racines de
bananiers. R. similis et H. pararobustus provenaient des élevages monoxéniques. Les
nématodes ont été inoculés aux vitro-plants de bananiers en phase d'élevage, 3 semaines aprés
le transfert des vitro-plants en serre, soit aprés 1 semaine d'élevage. La taille de I'inoculum
varie selon les expérimentations. '

2.4, Isolement et culture axénique des champignons
L'isolement des champignons associ€s aux nématodes est réalisé 2 partir des racines de '
bananiers cv. 'Poyo' collectées au champ. Des fragments racinaires, qui présentent des 1Esions
superficielles, sont choisis, lavés a I'eau et désinfectés en surface pendant 2 minutes dans une
solution d'hypochlorite de sodium (NaOCl 1%), puis 2 minutes dans une solution de sulfate de
streptomycine & 0,7%, et enfin rincés a l'eau distillée stérile. |
Les 1ésions racinaires, tirets rouge-brun longs de 0,5 cm au plus, sont prélevées, ouvertes
longitudinalement, puis déposées en boites de Pétri sur milieu malt & 2% complété en sulfate de
streptomycine 3 0,3%, et gélosé A 1,5% d'agar.

2.5. Inoculation in vitro combinée des nématodes et des champignons
Deux semaines aprés inoculation des nématodes issus d'élevages monoxéniques, les
champignons sont inoculés a la surface des milieux, a l'aide d'un ensemenceur.
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METHODES D'ANALYSE

1. ANALYSES MINERALES ET ORGANIQUES DES FEUILLES

Les feuilles, séchées et broyées, sont passées au four a 450°C. Les cendres sont
minéralisées a 1'acide chlorhydrique et & 1'acide fluorhydrique. Les concentrations en calcium
(Ca), magnésium (Mg) et potassium (K) sont déterminées par spectrométrie d'absorption
atomique. Le phosphore (P) est analysé par spectrométrie d'émission de plasma. Le carbone
(C) et 'azote (N) sont déterminés par chromatographie gazeuse aprés combustion des extraits &
1100°C. Toutes les concentrations sont exprimées en pourcentage de matiére seche.

2. ANALYSES BIOCHIMIQUES

2.1, Dosage des chlorophylles a et b et des caroténes totaux

La troisi®me feuille émise avant la dernire, notée "Feuille III" d'apres la numérotation
citée par Lassoudi¢re (1978), est prélevée, et un fragment de limbe de 1g est coupé au niveau de
la partie centrale de la feuille correspondant 4 la zone de "1'échantillon international de référence
EIR" décrit par Martin-Prével (1980). Ce fragment est destiné au dosage des chlorophylies a et
b, et des carotenes totaux.

Les pigments sont extraits selon la technique de McKinney (1941). Un gramme de
limbe frais est broyé a froid a I'ultra-turax, dans 20 ml d'acétone a 80%. Apreés 10 min de
centrifugation & environ 15 000 t.min"}, le surnageant est récupéré et dosé au spectrophotomgtre
4 470, 646 et 663 nm dans des cuves en quartz de 1 ml et de 10 mm de trajet optique. Les
concentrations (g.ml-! d'extrait) en chlorophylles et caroténes sont calculées d'apres les
formules de Lichtenthaler & Wellburn (1983) :

[Chlorophylles a] = 12,21 DOge3 - 2,81 DOgys

[Chlorophylles b] = 20,13 DOg4s - 5,03 DOgs3

[Carotenes] = (1 000 DO47p - 3,27 Ca - 104 Cb)/229
puis exprimées en pg.mg-! de matidre séche.
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2.2, Dosage des phénols

Badra & Elgindi (1979) préconisent un trempage des racines pendant 48 heures dans de
I'éthanol & 95°, & 5°C. Une technique plus rapide consiste & broyer 1g de racine 2 l'ultra-turax
dans 20 ml d'éthanol 4 95°, & 5°C (Ferraz et al., 1984), de filtrer les débris végétaux 2 travers
un kleenex, puis de centrifuger 10 min & 15 000 t.min-1. L'extrait est conservé  -18°C.

Le dosage colorimétrique utilise le réactif de Folin & Ciocalteu (Marigo, 1973) en
solution aqueuse (pH 7). L'extrait (0,5 ml) est dosé en solution dans I'eau (6,5 ml) avec 1ml de
réactif. Aprés 3 min d'agitation, 1a réaction est arrétée avec 2 ml d'une solution & 20% de
carbonate de sodium. La lecture est faite au spectrophotométre 2 765 nm aprés 15 min a 40°C et
a 'obscurité par rapport 3 une gamme étalon d'acide chlorogénique & 1 mg.ml-1. Les dosages
sont réalisés en cuves 2 usage unique de 1 mi et de 10 mm de trajet optique. La concentration en
phénols totaux est exprimée en pg.g-! de matiére séche.

2.3. Dosage de l'acide indol-3 acétique

Il s'agit plus exactement du dosage de l'acide indol-3 acétique (AIA) avec ses produits
d'oxydation. Un gramme de racine est broyé a l'ultra-turax dans 20 ml d'éthanol & 95°, 2 5°C
(Meudt & Gaines, 1967). Les débris végétaux sont filtrés A travers un kleenex, puis l'extrait est
centrifugé 10 min 2 15 000 t.min-! et le surnageant est conservé a -18°C.

Le dosage colorimétrique utilise le réactif de Salkowsky (Pilet, 1961), composé de 368
ml.l-! dH2SO4 pur et de 18 ml.l-1 de FeCl; 0,5M, en solution aqueuse. L'extrait (2 ml) est
dosé avec 2 ml de réactif. La lecture est faite au spectrophotométre & 528 nm apres 1 heure 2
l'obscurité, A température ambiante, par rapport 2 une gamme étalon d'AIA A 1 mg.mi-! en
solution dans I'éthanol & 95°. Les dosages sont réalisés en cuves a usage unique de 1 ml et de
10 mm de trajet optique. La concentration en indols totaux est exprimée en pg.g-! de matitre
séche.

'2.4. Mesure des activités enzymatiques
2.4.1. Mise en évidence d'une activité enzymatique

Afin de mettre en évidence l'existence d'une activité enzymatique dans le matériel
végétal, trois milieux réactionnels témoins sont réalisés pour chaque enzyme étudiée :
- T1 contenant substrat et tampon, témoin d'une éventuelle réaction chimique non enzymatique.
- T2 contenant tampon et extrait enzymatique : 1a présence du produit final signifierait qu'il est
déja présent dans I'extrait.
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- T3 contenant substrat et extrait enzymatique dénaturé par la chaleur, témoin que I'enzyme est
nécessaire pour la formation du produit.
Par rapport a ces trois milieux réactionnels témoins, est testé le milieu réactionnel 2 doser
contenant substrat et extrait enzymatique.

Tous les dosages sont réalisés en cuve 2 quartz de 1ml et de 10mm de trajet optique, 2
partir d'extraits de 20 ml de tampon contenant 1 g de racines, et sont répétés trois fois pour
chaque échantillon.

aj activité peroxydase

L'activité peroxydase (PO, EC 1.11.1.7) est mesurée-en utilisant le gaiacol comme
substrat (Chance & Maehly, 1955) qui est oxydé par 'eau oxygénée (concentration finale
0,75%) en composé rouge-orangé. Le milieu d'incubation contient le tampon cacodylate de
sodium 0,1M additionné de CaCl, 5SmM (les PO sont calcium dépendantes). La cinétique de la
réaction est enregistrée au spectrophotometre a 470 nm.

b) activité polyphénol oxydase

L'activité O-diphénol oxydase (O-DPO, EC 1.14.18.1) est mesurée en utilisant la
DOPA comme substrat (Bzrozowska et al., 1978), oxydée en composé gris-noir. Le milieu
d'incubation contient le tampon cacodylate de sodium 0,1M additionné de CaCl, 5mM (lés PPO
sont aussi calcium dépendantes). La cinétique de la réaction est enregistrée au
spectrophotometre a 480 nm.

c) activités phénylalanine et tyrosine ammonia-lyases
Les activités phénylalanine ammonia-lyase (PAL, EC 4.3.1.5) et tyrosine ammonia-
lyase (TAL, EC 4.3.1.6) sont mesurées en utilisant respectivement la L-phenylalanine (L-Phe)
et la L-tyrosine (L-Tyr) comme substrats (Takayoshi & Kawamura, 1964). Le principe
réactionnel consiste en une désamination des acides aminés en acides précurseurs des lignines:
L-Phe ---> acide trans-cinnamique + NHyt
L-Tyr ---> acide p-coumarique + NH4t
Le milieu d'incubation contient le tampon borate 0,1M. La cinétique de la réaction est
enregistrée au spectrophotomatre & 270 nm pour I'acide cinnamique et 2 333 nm pour l'acide
coumarique, apres avoir ajouté 100 pl d'HCI 5N pour 1 ml de milieu de réaction, afin d'arréter
la réaction, et avoir fait sédimenter les protéines par centrifugation 2 10 000 g pendant 5 min,
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2.4.2. Recherch nditions optim la mg ivités en i

Bien que les protocoles expérimentaux soient au point pour la plupart des activités
enzymatiques mesurées, il a été nécessaire d'adapter les conditions expérimentales aux tissus de
racines de bananier.

a) linéarité en fonction du temps

- peroxydase : le tampon est ajusté & pH 5,5, et 1a concentration finale en gaiacol est
80mM. Le milieu réactionnel est composé de 950 pl de substrat et 50 pl d'extrait enzymatique.
Les mesures sont faites toutes les 30 s pendant 7 min.

- polyphénol oxydase : le tampon est ajusté & pH 7,5 et la concentration finale en DOPA
est SOmM. Le milieu réactionnel est composé de 900 pl de substrat et 100 pul d'extrait
enzymatique. Les mesures sont faites toutes les minutes pendant 15 min.

- phénylalanine et tyrosine ammonia-lyases : le tampon est ajusté 2 pH 9. Les
concentrations finales sont de 20mM en L-Phe et de 10mM en L-Tyr. Les milieux réactionnels
sont composés respectivement de 800 et 700 pl de chacun des substrats et de 200 et 300 ul
d'extrait enzymatique. Plusieurs mesures sont faites pendant 3 heures.

Les activités sont exprimées en mDO.

b) effet du pH

- peroxydase : le tampon cacodylate 0,1M ajusté aux pH 5 - 5,5- 6 - 6,5 et 7 est
comparé au tampon citrate 0,1M ajusté aux pH3 - 3,5-4-4,5-5- 5,5 et 6. La concentration
finale en gaiacol est 80mM. Le milieu réactionnel est composé de 950 pl de substrat et 50 il
d'extrait enzymatique. La mesure est faite aprés 1 min de réaction.

- polyphénol oxydase : le tampon cacodylate 0,1M ajusté aux pH5,5-6-6,5-7 et 7,5
est comparé au tampon phosphate 0,2M ajusté aux pH 6 - 6,5 - 7 - 7,5 et 8. La concentration
finale en DOPA est SOmM. Le milieu réactionnel est composé de 900 pl de substrat et 100 pl
d'extrait enzymatique. La mesure est faite aprés 1 min de réaction.

- phénylalanine et tyrosine ammonia-lyases : le tampon borate 0,1M ajusté aux pH 8 -
8,5-9-9,5 et 10 est comparé au tampon Tris HCI 0,1M ajusté aux pH7-7,5-8-8,5et 9.
Les concentrations finales sont de 20mM en L-Phe et de 10mM en L-Tyr. Les milieux
réactionnels sont composés respectivement de 800 et 700 ul de chacun des substrats et de 200
et 300 pl d'extrait enzymatique. La mesure est faite aprés 90 min de réaction.

Les activités sont exprimées en mDO.min-1.ml-1 d'extrait racinaire.
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c) évaluation du volume optimal des extraits enzymatiques @ doser

Le but étant la standardisation de l'expérimentation, nous n'avons pas cherché a
connaitre la concentration protéique des extraits, mais nous nous sommes cantonnés a évaluer
les volumes d'extraits enzymatiques a doser.

- peroxydase : le tampon cacodylate 0,1M est fixé 2 pH 6, et la concentration finale en
gaiacol est 80mM. Les volumes d'extraits enzymatiques varient de 10 & 300 ptl pour 1000 pl de
milieu réactionnel. La mesure est faite aprés 1 min de réaction.

- polyphénol oxydase : le tampon cacodylate 0,1M est fixé a pH 7,5, et la concentration
finale en DOPA est S0mM. Les volumes d'extraits enzymatiques varient de 30 a 200 pl pour
1000 pl de milieu réactionnel. La mesure est faite aprés 1 min deréaction.

- phénylalanine et tyrosine ammonia-lyases : le tampon borate 0,1M est fixé a pH 8,8, et
les concentrations finales sont de 20mM en L-Phe et de 10mM en L-Tyr. Les volumes
d'extraits enzymatiques varient de 50 & 500 pl pour 1000 pl de milien réactionnel. La mesure
est faite apreés 90 min de réaction. "y

Les activités sont exprimées en mDO.min-1.

d) concentration du substrat

- peroxydase : le tampon cacodylate est fixé 3 pH 6. Le milieu réactionnel est composé
de 50 pl d'extrait enzymatique et de 950 l de substrat dont la concentration finale varie de 2,5
a 100mM. La mesure est faite aprés 1 min de réaction.

- polyphénol oxydase :le tampon cacodylate est fixé 2 pH 7,5. Le milieu réactionnel est
composé de 100 pl d'extrait enzymatique et de 900 ul de substrat dont la concentration finale
varie de 5 4 40mM. La mesure est faite aprés 1 min de réaction.

- phénylalanine et tyrosine ammonia-lyases : le tampon borate est fixé€ 2 pH 8,8. Les
milieux réactionnels sont composés de 200 et 300 p d'extrait enzymatique pour respectivement
800 et 700 pl de L-Phe et L-Tyr dont les concentrations finales varient de 1 2 50mM. La mesure
est faite aprés 90 min de réaction.

Les activités exprimées en mDO.min-1.ml-1.
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3. ANALYSES HISTOLOGIQUES

3.1. Coloration des nématodes dans les racines

11 est possible d'observer les nématodes in situ dans les racines par coloration. Byrd ez
al. (1983) ont développé une technique utilisant I'hypochlorite de sodium a 1,5% pour la
décoloration des racines. Les nématodes sont colorés 2 1a fuchsine acide 3,5g.1"! en solution
dans l'acide acétique dilué a 25%.
Les racines sont conservées dans de la glycérine acidifiée par 'acide chlorydrique 5N puis
étalées entre deux plaques de verre pour 'observation.

3.2. Histologie des tissus parasités

Les observations des tissus et des nématodes en microscopie photonique ont été
effectuées A partir de coupes confectionnées soit manuellement sur tissus frais ou fixés, soit
mécaniquement 2 I'aide d'un microtome sur tissus fixés.
Dans ce second cas, les tissus ont subi plusieurs traitements (Johansen, 1940). Les racines
étaient immergées dans une solution fixatrice préparée 2 base d'éthanol a 70° (90%), d'acide
acétique (5%) et de formaldéhyde 2 37% (5%). Les échantillons ont été déshydratés dans des
bains d'éthanol de degrés croissants (entre 50 et 100°). Aprés remplacement de 1'éthanol par le
toluéne, les échantillons étaient progressivement imprégnés par de la paraffine en passant dans
deux bains intermédiaires de toluéne/paraffine, dans les proportions 2/1 puis 1/2. Enfin, les
échantillons ont été inclus dans la paraffine. Des coupes semi-fines (15-201.m) ont été réalisées
3 l'aide d'un microtome et déposées sur une lame dans une solution d'adhésif de Haupt
(gélatine 10g.1}, phénol 20g.1"! et glycérine 15ml.1-1) avec quelques gouttes de formaldéhyde a
4%.

Les coupes de tissus frais ou fixés sont placées dans des bains de coloration spécifiques
des éléments recherchés.

a) Nématodes et tissus lignifiés

Les coupes de tissus frais ou fixés ont été colorées 2 la safranine et au fast-green (Berlyn
& Miksche, 1976). La safranine colore les parois cellulaires lignifiées en rouge alors que le
fast-green teint les parois cellulosiques en vert. Une autre technique a consisté a tremper des
coupes de tissus frais dans du bleu coton en solution dans du lactophénol, ceci pour colorer les
nématodes (De Guiran, 1960), mais aussi les champignons qui pourraient étre présents dans les
tissus atteints (Langeron, 1945).
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b) Localisation tissulaire des phénols

Les échantillons frais ont €té plongés pendant 4 jours dans une solution de bichromate
de potassium & 3% (11v.) et de formaldéhyde a 37% (4v.) selon la méthode de Regaud
(Langeron, 1949). Une post-chromatisation de 7 jours a ensuite été réalisée dans une solution
de bichromate de potassium seul. Les substances phénoliques apparaissent de couleur brune.

¢) Localisation tissulaire des peroxydases

Les peroxidases (PO) catalysent le transfert d'ions H+ d'un donneur (la benzidine, par
exemple) vers un accepteur (I'eau oxygénée). Le procédé suivi est celui dTsaac & Winch
(1947) : les coupes de tissus frais ont été plongées dans un tampon phosphate 0,1M (pH 6)
contenant 0,75 mll-! d'eau oxygénée 30% et 0,01M de benzidine. L'addition de 5% de
chlorure d'ammonium précipite le produit de la réaction et augmente la résolution. L'actiyité PO
est révélée par une coloration bleue.

d) Localisation tissulaire des polyphénol oxydases

Ces enzymes (PPO) ont été révélées en présence de 3,4-dihydroxyphénylalanine
(DOPA) selon la technique de Bloch (Policard et al., 1957) : les tissus frais ont été placés 24
heures 2 I'obscurité dans une solution aqueuse 2 0,2% de DOPA. L'activité PPO se traduit par
une coloration noiritre. b
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MESURES DE LA VEGETATION

1. EXPERIMENTATION EN VASES DE VEGETATION

1.1. Mesures en cours d'expérimentation ‘

Des mesures hebdomadaires ont permis de suivre I'évolution du nombre total de feuilles
émises, de la surface foliaire de chaque feuille estimée en fonction de la longueur L du limbe et ‘
de sa plus grande largeur 1 par 1a formule de Simmonds S = 0,8.L.1 (Stover & Simmonds,
1987), du rapport foliaire 1/1, et du diametre des faux troncs au niveau du collet.

1.2, Mesures en fin d'expérimentation
a) Sur le systéme foliaire .

Le poids frais Pf du reste du limbe, et son poids sec Ps (aprés séchage pendant

12 heures & 120°C) ont été mesurés pour déterminer la proportion de matiére séche Ps/Pf.
b) Sur le systeme racinaire :

Un indice de densité racinaire a été calculé par le rapport du nombre total de
racines sur le diamétre du bulbe portant ces racines. La densité du syst®me racinaire secondaire
a été estimée par le rapport du nombre total de racines secondaires sur la longueur du fragment
de racine principale porteur de ces racines secondaires. Les poids frais et sec des deux types de
racines ont été mesurés. Ces mesures ont ét€ faites sur une racine primaire par plant.

Les protocoles expérimentaux de cette étude sont schématisés sur la figure 8.

2. EXPERIMENTATION EN BANANERAIE

2.1, Le dispositif

Le dispositif expérimental in situ était installé en blocs de Fisher a six répétitions. Les
parcelles élémentaires avaient une surface de 10 x 12 m.
Les bananiers, tous de la variété€ Poyo, étaient plantés suivant un espacement de 2 x 2,5 m. Cela
correspond A une densité de plantation standard de 2000 plants a 1'hectare.
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Figure 8 : schéma des différents prélévements et analyses effectués sur un plant de bananier.
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2.2, Les mesures

Comme précédemment, elles concernent une évaluation de la densité de racine par
bulbe, et une évaluation de la section moyenne des racines primaires estimée par le rapport du
volume de Ia racine (lui méme évalué par immersion dans I'eau) sur sa longueur.
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MICROPROPAGATION DU BANANIER ET
ELEVAGE MONOXENIQUE DES
NEMATODES

1. MICROPROPAGATION DU BANANIER

L'un des buts étant I'élevage in vitro des nématodes sur pousses de bananier, il nous
fallait trouver les conditions optimales d'élevage des parasites sans toutefois perturber le
développement in vitro des pousses. Les intrans nutritionnels dans les milieux de culture, tels
que les substances de croissance hormonales et les sucres (sources carbonées), ainsi que les
conditions de luminosité des substrats, peuvent étre des facteurs de perturbation des élevages.

1.1, Multiplication

Pour l'induction des méristémes et la multiplication de masse, la benzyladénine (BA) a
été testée aux concentrations de 4,5 - 9 - 22,5 et 45 uM, en combinaison avec l'acide naphtai¢ne
acétique (ANA) a la concentration de 21,5 pM.
L'effet de ' ANA, en combinaison avec la BA, s'est avérée inutile, et 'apport de cette hormone
a nécessité une forte concentration de BA (45 uM) pour initier une caulogenése (Tab. 6). Sans
auxine, la concentration 1a plus élevée de cytokinine a initi€ des bourgeons adventifs,
augmentant ainsi le taux de multiplication, mais les explants se sont hypertrophiés, puis sont
morts. Nous avons donc écarté 1'emploi de ' ANA, et avons retenu la BA 2 Ia concentration de
22,5 uM. Dans ces conditions, le taux de multiplication moyen était de 2,8 toutes les trois
semaines, correspondant au rythme des repiquages (PL 1a).

1.2. Allongement et enracinement.

Pour améliorer l'allongement et I'enracinement, nous avons testé trois systémes de
culture : '
- le premier systtme (systtme de référence) consistait & placer les cultures sous une
photopériode de 12 heures suivie de 12 heures d'obscurité.
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Tableau 6 : effets du complexe acide naphtaléne acétique/benzyladénine sur la multiplication
axénique des pousses de bananier.

Acide naphtaléne Benzyladénine Apparition de la Taux maximal

acétique (UM) M) caulogenése (jours)  de multiplication

0 4,5 97 1,06
9 60 2,83
22,5 52 3,66
45 45 5,78

21,5 4,5 Callogenese Pas de multiplication

9 Callogenése Pas de multiplication

22,5 Calloggnése Pas de multiplication
45 5 . 1,1

- le second consistait & ajouter 0,5% de charbon actif dans le milieu et & placer les cultures sous
les mémes conditions d'éclairage que précédemment.

- le troisiéme consistait 3 couler un opercule de milieu charbonné a 0,5% & la surface des
milieux, a placer la base des tubes de culture dans des boites opaques afin de protéger le
systéme racinaire de la lumiére, et a placer le tout sous les mémes conditions d'éclairage que
précédemment.

Si le charbon entraine la nécrose des pousses, le systéme racinaire des survivantes est plus
développé (Tab. 7). Dans le cas ol seule la surface du milieu est tapissée d'une couche de
milieu noirci au charbon actif et la base des récipients placée a I'obscurité, la qualité de
I'enracinement est améliorée-par un développement accru du systéme racinaire secondaire (P1.
1b) et 97,9% des pousses s'enracinent, dont prés de 80% en deux semaines (Fig. 9). Dans ces
conditions, les plants ont atteint 10 cm de hauteur pour 8 feuilles en 6 & 8 semaines (PL. 1c) : ils
peuvent alors étre transférés en pépiniere (PL. 1d).

1.3. Commentaires

Généralement, les auteurs emploient une auxine, soit en association avec une cytokinine,
soit seule, selon la phase de croissance des explants étudiée (caulogenese ou rhizogenese). Nos
essais montrent que 'usage d'une auxine n'est pas indispensable et que nous pouvons orienter
I'organogenése vers une caulogenese en présence d'une cytokinine; mais une forte concentration
en cytokinine induit des méristémes adventifs; bien que cela ait permis une production accrue de
bourgeons, nous risquions de provoquer des anomalies génétiques pouvant induire des
modifications physiologiques ou morphologiques. De toute maniére, les fortes concentrations en
cytokinine étaient nécrosantes 3 long terme.
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Tableau 7 : influence du milieu nutritif et de 1'obscurité sur la croissance et I'enracinement
axénique des pousses de bananier.

Racines primaires Racines secondaires
Conditions Plants Pousses Nombre Longueur Avecracines Nbpar  Distance entre
deculture nécrosés enracinées (cm)  secondaires  racine deux racines
(%) (%) (%) primaire (cm)
Milieu MSA 18,7 64,6 7 5,92 42,86 5 3,55
Milieu MSA 354 58,3 8 6,07 37,5 11 1,49
+ charbon 0,5%
Milieu MSA 2,1 979 8 5,06 50 11 1,04
+ obscurité :
Test de Kruskal-Wallis NS NS NS SaA5% S45%

NS = différences non significatives. S = différences significatives. —: groupe homogeéne. |

Figure 9 : évolution du taux d'enracinement in vitro a I'obscurité.
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L'allongement et I'enracinement sont réalisés au cours d'une méme étape sans aucune
phytohormone; il semble que le sevrage cytokinique ait un effet identique 2 une diminution de
I'équilibre cytokinine/auxine par addition d'auxine dans le milieu. Ce sevrage offre 1'avantage
de durcir les pousses en les habituant trés t6t A I'absence des phytohormones. L'allongement est
aussi favoris€ par une diminution de la concentration en saccharose : l'appauvrissement du
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milieu de culture en hydrates de carbone se traduit par un accroissement de la surface foliaire,
améliorant ainsi la photosynthése.

Le facteur limitant de l'enracinement est la Iumiere. Nous avons montré que I'obscurité
permettait une meilleure qualité de l'enracinement; le charbon actif, connu pour ses effets
adsorbants et régulateurs de la croissance in vitro (Wheatherhead et al., 1979) diminue la
survie des explants.

Nous avons donc ainsi obtenu un support de culture adapté a I'€levage des nématodes, 4
savoir des pousses morphologiquement bien constituées (systéme foliaire trés développé,
systéme racinaire trés fourni avec racines secondaires), mais surtout physiologiquement
capables de vivre déja en autotrophie partielle vis a vis de la source carbonée, et complete vis a
vis des régulations hormonales. Ceci était important & réaliser afin que ces conditions interferent
le moins possible avec le comportement biologique des nématodes 3 élever.

2. ELEVAGE MONOXENIQUE DES NEMATODES SUR BANANIER

Le but poursuivi était d'une part d'assurer une production massale et standardisée des
nématodes et leur séparation en especes et en pathotypes, d'autre part de mettre au point un
systéme précoce de criblage des variétés de bananier vis a vis des nématodes parasites.

2.1. Biologie et reproduction des nématodes

Huit jours aprés l'inoculation in vitro de 10 femelles de chacun des trois nématodes sur
les pousses de bananier, 1a coloration des nématodes a la fuchsine acide a clairement montré
que les R. similis ont profondément pénétré a l'intérieur des racines, et seulement dans les
racines primaires (Pl. 2a). Par contre, H. multicinctus et H. pararobustus (Pl. 2b) n'ont que la
partie antérieure de leur corps engagée dans les racines.
Des les 15 premiers jours aprés l'inoculation de R. similis, nous avons observé un
brunissement progressif des plantules (Pl. 2¢) qui a débuté par les feuilles externes pour
s'étendre ensuite aux feuilles plus internes. Le développement du systéme racinaire s'est
arrété, et les racines ont rapidement noirci.
Quatre vingt jours aprés l'inoculation des nématodes, les pousses étaient entiérement brunes et
mourantes. Nous avons alors observé qu'un grand nombre de nématodes étaient dispersés dans
le milieu de culture, et que beaucoup étaient immobiles et concentrés pres des extrémités
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racinaires trés desquamées. Nous n'avons pas vu de 1ésions rouge-brun 2 la superficie des
racines, comme on les voit au champ. Enfin, 'évaluation des populations finales de nématodes
(Tab. 8) a rév€l€ que les populations initiales d'H. pararobustus et H. multicinctus ne se sont
pas multipliées. A I'opposé, nous avons extrait pfés de 16000 R. similis par pousse aprés 80
jours d'élevage.

Tableau 8 : effectifs moyens des populations de nématodes extraits du milieu nutritif et des
racines 80 jours apres leur inoculation sur pousses de bananier cultivées in vitro.

Némaiodes Nombre de nématodes Nombre de nématodes
extraits de la gélose* extraits des racines*

Juvéniles Males Femelles Total Juvéniles Males Femelles Total

H. multicinctus 0 1+1 241 2+1 6+2 1+1 612 1314
H. pararobustus 2+1 0 5+1 612 2+1 0 2+1 442

R. similis 179311 3515 17549 387117 7404177 1330435 7113176 158474113
* Moyennes de 15 répétitions avec erreurs standard.

2.2. Commentaires .

Les observations faites sur ces trois nématodes en élevage monoxénique sur pousses de
bananier montrent des différences de comportement et de développement entre R. similis d'une
part et H. multicinctus et H. pararobustus d'autre part.

Sur bananiers au champ, H. pararobustus et H. multicinctus sont connus comme pouvant
réaliser leur cycle de développement a l'intérieur des racines (Whitehead, 1959; Zuckerman &
Strich-Harari, 1964). Mais, in vitro, les rares individus qui pénétrent I'épiderme racinaire se
comportent comme des ectoparasites, alors que R. similis ne modifie pas son type de
parasitisme endoracinaire : ces deux attitudes peuvent expliquer leurs capacités de reproduction.
Brown et Vessey (1985) n'avaient pu €lever H. multicinctus sur cal de pulpe de banane, et ils
avaient conclu a I'inadaptation des conditions de culture 2 la biologie et au type d'habitat de ce
nématode. Il s'avére donc que nos conditions d'élevage, trés différentes de celles de Brown et
Vessey (1985) quant au matériel végétal, mais plus proches quant au milieu de culture, sont
aussi inadaptées a I'élevage d'H. multicinctus et d'H. pararobustus.

Bien que la production de R. similis soit excellente grace 2 cette technique d'élevage,
l'intolérance a R. similis est trop forte et la mort des pousses trop rapide comparée au cycle
biologique du nématode (3-4 semaines) pour permettre une étude de la pathologie des pousses
de bananier. Pour le généticien, ce modele apparait donc inadapté au criblage des variétés
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comme cela a déja été fait avec d'autres nématodes (Lauritis, ez al., 1982; Orion & Pilowsky,
1984) : seule serait possible la caractérisation des variétés immunes. 11 est donc malavisé, par
cette technique, de décider du caractere sensible ou résistant des cultivars, ou de comparer
plusieurs pathotypes du nématode (capacités reproductives et pathogénicités) sur un méme
cultivar. Enfin, l'inadaptation de ce systtme aux autres nématodes parasites du bananier
empéche son utilisation comme test précoce et standard de résistance. Pour ces deux raisons
essentielles (trop grande sensibilité du matériel végétal & R. similis, et non développement des
deux Hoplolaimidae), nous avons été€ contraints d'abandonner ce systéme d'étude, pour nous
servir plutdt des vitro-plants en vases de végétation, plus proches des conditions naturelles.

11 apporte cependant des indications intéressantes sur les modalités du parasitisme de R.
similis. En effet, la mort rapide des pousses inoculées avec ce nématode prouve son effet
pathogene sur bananier. Mais, nous n'avons pas observé de coloration des 1ésions qui est due
in vivo 2 'oxydation de composés phénoliques présents dans les racines de bananier. Trois
hypothéses peuvent étre avancées :

- les processus du métabolisme secondaire ne seraient pas initi€s par R. similis; in vivo, ils
seraient provoqués par d'autres pathogénes comme des champignons ou des bactéries présents
dans la rhizosphére du bananier. Cette hypothése sera écartée 2 la suite des observations que
nous avons faites ultérieurement (cf. chapitre suivant), et qui cnt révélé la présence majoritaire
des nématodes seuls.

- R. similis est capable d'initier le métabolisme secondaire, mais la manifestation colorée de
l'oxydation des phénols ne se ferait pas dans les conditions de moindre aérobiose des milieux
gélosés.

- la composition phénolique des racines ou, tout simplement, la physiologie des pousses de
bananiers cultivées in vitro sont différentes de celles de plants de bananiers cultivés en vases de
végétation ou en bananeraie. Il est vrai qu'a ce stade, le matériel végétal présente une forme
juvénile (systtme racinaire chevelu et fin, feuilles allongées et pointues), la forme adulte
(systeme racinaire épais implanté radialement sur un bulbe, feuilles larges 2 extrémité arrondie)
n'apparaissant que beaucoup plus tard au cours de 1'élevage des pousses en serre.
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3. SYNTHESE

Depuis environ 30 années, les chercheurs pratiquent couramment des élevages
monoxéniques sur tissus végétaux et utilisent ce systéme pour 1'étude de la pathologie des
nématodes phytoparasites. Prés de 60 especes différentes, appartenant & 15 familles, ont été
travaillées. Mais, les 3/4 des travaux n'ont porté que sur la moiti€ des espéces appartenant & 3
familles, celle des Heteroderidae, celle des Pratylenchidae et celle des Tylenchidae. Plus encore,
pour chaque famille respectivement, seuls Meloidogyne incognita, Pratylenchus penetrans et
Ditylenchus dipsaci ont fait l'objet de la majorité des essais. C'est dire, malgré l'apparente
diversité des travaux, la pauvreté des enseignements acquis. Il faut noter aussi que seuls 10%
des travaux concernent des nématodes ectoparasites avec un taux de réussite faible.

On constate en fait que la quasi totalité des essais a été pratiquée sur milieu gélosé, milieu assez
anaérobie, et que tous les milieux nutritifs utilisés sont plus adaptés 2 la culture du ;hatéﬁel
végétal qu'aux nématodes, cela malgré de nombreuses modifications des milieux de base; pour
mémoire, on dénombre actuellement 18 solutions minérales utilisées pour l'éievage
monoxénique des nématodes, presque toutes dérivées de 4 d'entre elles, celle de Knop, de
White (1943), de Steinhart et al. (1961), et de Murashige et Skoog (1962). Les modifications
essentielles apportées a ces solutions résident dans les concentrations des macro-éléments (sans
changement des balances ioniques), et dans le choix des micro-€léments et des €léments
organiques. w
Comment expliquer les mauvais résultats obtenus avec les ectoparasites ? En 1971, Zuckerman
constatait que des nématodes des genres Belonolaimus, Criconemoides, Helicotylenchus,
Hemicycliophora, Paratylenchus, Longidorus, Trichodorus, ou Xiphinema, n'avaient encore
pu étre élevés monoxéniquement. Or il fut découvert que de nombreux facteurs (tels que la
qualité d'hdte du tissu végétal, ou la composition des milieux) pouvaient affecter 2 la fois le
comportement et le développement des nématodes en élevage, comme le déterminisme sexuel
(Viglierchio & Croll, 1968), ou le taux de reproduction (McClure & Viglierchio, 1966). Ces
facteurs, encore inconnus chez les nématodes phytoparasites, seraient, par exemple dans le cas
de Caenorhabditis briggsae, nématode libre du sol, des substances de type protéique telle une
globuline (Sayre et al., 1961). On comprend alors que les nématodes endoparasites, qui
peuvent réaliser la totalité de leur cycle biologique a l'intérieur des tissus en culture et y trouver
toutes les conditions adaptées & leur développement, sont moins touchés que les nématodes
ectoparasites qui doivent réaliser obligatoirement presque tout leur cycle dans le substrat.
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Certe étude a montré que R. similis est pathogéne, et qu'il conserve en monoxénie son
comportement biologique endoparasite connu in vivo. Mais la coloration des Iésions n'apparaft
pas. D'awsre part, H. multicinctus et H. pararobustus ne sont pas parasites in vitro sur bananier.

Deux voies de recherche complémentaires ont été ensuite envisagées. L'une concerne
I'identification du contenu des lésions de racines de bananier en nématodes et champignons afin
de voir in situ la contribution respective de chacun des deux protagonistes dans 1'établissement
des lésions, suivie d'une vérification du caractére pathogéne des nématodes en l'absence de tout
autre parasite, réalisée en conditions in vitro. L'autre concerne 1'étude des effets histo-
physiologiques de chacun des trois nématodes sur les vitro-plants de bananiers, en relation avec
le développement des populations, et en fonction de la sensibilité de deux variéiés.

Planche 1 : Micropropagation du bananier.
a : touffe de bourgeons feuillés de bananier en phase de multiplication.
b : systéme racinaire de bananier obtenu in vitro.
¢ : micropropagation du bananier :
1-2 = phases d'initiation du bourgeonnement.
3-6 = phases de multiplication et de production massale.
7-9 = phases simultanées d'allongement et d'enracinement.
d : acclimatation des pousses de bananier en serre.
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Planche 1 : Micropropagation du bananier.
a : touffe de bourgeons feuillés de bananier en phase de multiplication.
b : systéme racinaire de bananier obtenu in vitro. .
c : micropropagation du bananier :
1-2 = phases d'initiation du bourgeonnement.
3-6 = phases de multiplication et de production massale.
7-9 = phases simultanées d'allongement et d'enracinement.
d : acclifnatation des pousses de bananier en serre.

Planche 1
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Planche 2 : Elevage monoxénique des nématodes sur pousses de bananier.
a : spécimens de R. similis colorés  la fuchsine acide dans les racines (n = nématode; ¢
= ceufs; 1cm = 100pm).
b : femelle d'H. pararobustus parasitant une racine (1cm = 100pm).
¢ : effets de R. similis sur la croissance des pousses (& gauche : pousse non infestée; a
droite : aspect d'une pousse 15 jours aprés inoculation de 10 femelles.
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ETIOLOGIE DES NECROSES
RACINAIRES

La pénétration des nématodes dans les racines s'accompagne généralement de
l'introduction d'autres micro-organismes dont les champignons telluriques. Afin de faire la
lumiére sur la responsabilité de chacun des protagonistes dans la nécrose des tissus superficiels
de la racine, I'étude préliminaire a consisté a identifier le "contenu nématologique et
cryptogamique” des nécroses. Cette €tude est basée sur une prospection réalisée au niveau de
plusieurs bananeraies. Elle a ensuite été suivie d'une expérimentation en conditions in vitro sur
pousses de bananier afin de vérifier le caractére pathogene des deux parasites inoculés seuls ou
ensemble.

1. CONTENU DES NECROSES EN NEMATODES ET CHAMPIGNONS

Des racines ont ét€ prélevées au hasard sur 50 bananiers de la variété Poyo dans quatre

bananeraies ivoiriennes, différant les unes des autres par le type de sol. Elles étaient situées
dans trois régions, & Azaguié (sol sableux), 3 Aboisso (sol limoneux), et dans la vallée du
Nieky aux lieux-dits Agbo (sol argileux) et Yace (sol tourbeux). L'analyse physico-chimique
des sols de ces quatre sites est donnée dans le tableau 9.
Apres avoir été rincés 2 I'ean, deux fragments par racine, portant des nécroses superficielles
(Pl. 3a), ont été choisis. Une nécrose par fragment a été isolée, puis coupée longitudinalement
en deux parties (Fig. 10), l'une servant 4 I'isolement des champignons et 1'autre,  l'extraction
i 'eau oxygénée des nématodes. La présence ou I'absence des nématodes et des champignons
a été notée dans un tableau de contingence, et la spécificité des associations a ¢té analysée
statistiquement par le test X(2.

1.1. Infestation globale des racines en nématodes

L'extraction, en chambre 2 brouillard, des nématodes des fragments racinaires prélevés
sur les quatre types de sols, a permis d'identifier les trois endoparasites les plus fréquents et
abondants sur bananier, en Cote d'Ivoire, a savoir Helicotylenchus multicinctus, Hoplolaimus
pararobustus et Radopholus similis (Fig. 11). La population d'H, multicincrus était plus
importante dans les sols & haute teneur en matiére organique que sur les sols plus minéraux ot
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R. similis était prédominant. H. pararobustus était rare partout, n'excédant pas 30 nématodes
par gramme de racine (cas des tourbes).

Tableau 9 : analyse physico-chimique des sols de bananeraie sur lesquels se sont déroulées les

prospections.

Structure Azaguié Aboisso  Agbo Yace
% Argiles0-2um 8,7 21,7 61,2 0
% Limons 2-20pm 7,8 26,8 20,3 0
% Limons 20-50 um 17 23,2 0,2 0
% Sables 50-200 um 39,5 17,5 0,2 0
% Sables 200-2000 pm 22 5,5 0,2 0
% H20 1 2,2 3 -

% Matitre organique 2,9 2,5 14,2 pure

pHH20 49 5,9 4 3,4
pHKCl 4,5 . 5,4 3,5 3

% C 0,66 1,5 11 39,7

%N 0,05 0,14 0,55 1,55

C/N 13,2 10,7 20 25,6

- : donnée manquante

1.2. Fréquence des nécroses contenant des nématodes (Fig. 12A)

L'extraction des nématodes des nécroses révéla la présence des mémes especes. Nous
remarquions cependant que, quel que soit le type de sol, R. similis était présent dans la plupart
des nécroses (36 & 58,5%), suivi par H. multicinctus (21,5 4 30%). Les nécroses contenant H.
pararobustus étaient les plus rares. Mais il est important de noter que la proportion des nécroses
ne contenant aucun nématode était élevée, jusqu'a 30% sur sol tourbeux. 11 était possible de
trouver deux des trois nématodes ou les trois réunis dans une méme nécrose, mais ces cas
étaient extrémement rares (< 4%). '

1.3. Fréquence des nécroses contenant des champignons (Fig. 12B)

Les champignons isolés des nécroses appartiennent a sept genres; il s'agit d'Aspergillus
spp. (dont A. niger), de Cylindrocarpon musae, Fusarium spp. (dont F. oxysporum),
Penicillium spp., Rhizoctonia spp. (dont R. solani), Rhizopus spp. et Trichoderma spp. (dont
T. viride). La grand majorité des nécroses contenant des champignons €taient infestées par F.
oxysporum (29 3 43%), indépendamment du type de sol. Les autres espéces infestaient 11 &
36% des nécroses, mais la fréquence de chacune d'elles n'excédait pas 6%. Cependant, malgré
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la diversité des espeéces trouvées, surtout sur sols sableux et argileux, une forte proportion de
nécroses (32 & 55%) ne contenait pas de champignon. Nous n'avons jamais isolé deux ou
plusieurs champignons d'une méme nécrose.

Figure 10 : méthode d'isolement des champignons et d'extraction des nématodes d'une méme
nécrose.

Fragment racinaire avec nécrose
] "{':\;I"

1/2 nécrose

1/2 nécrose
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Extraction des nématodes Isolement des champignons

Figure 11 : infestation racinaire en nématodes endoparasites selon le type de sol.
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Figure 12 : répartition des nécroses racinaires selon le type de sol (%).
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1.4. Fréquence des nécroses contenant a la fois nématodes et champignons
(Tab. 10)

Les nécroses contenant R. similis et F. oxysporum étaient les plus nombreuses sur tous
les types de sols, suivies par celles contenant H. multicinctus et F. oxysporum, excepté sur
sable ol ces deux associations étaient aussi fréquentes. Tous autres champignons cumulés,
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c'était avec R, similis sur argile que leur association était la plus fréquente, mais elle n'excédait
pas 13,2% des nécroses. 11 faut remarquer que les nécroses avec nématodes et sans
champignon étaient trés nombreuses, représentant, sur sol limoneux, jusqu'au tiers des
nécroses & R. similis, et jusqu'a la moitié des nécroses, tous nématodes confondus. D'autre
part, 3 & 8% des nécroses ne contenaient que F. oxysporum sans nématode. Enfin, nous
n'avons isolé aucun pathogéne de 6 & 10% des nécroses.

Le test X2 appliqué aux associations les plus fréquentes (nématode-F. oxysporum) a
montré que la présence des deux pathogenes est aléatoire (probabilité » 5%), sauf dans le cas de
'association H. multicinctus-F. oxysporum sur sable.

Tableau 10 : répartition par type de sol des nécroses racinaires contenant 2 la fois nématodes et
champignons (%).

Sol Champi gnons ‘ r Nématodes

H. multicinctus H. pararobustus R. similis Aucun

* Limon F. oxysporum 6,15* [0,42] 1,54 [0,67] 20,77 [0,76] 5,38

Autres 2,31 0,77 5,39 2,31
Aucun 13,08 3,08 32,30 6,92
Sable F. oxysporum 10,15 [0,02) 5,47 [0,61] 11,72 [0,55] 3,13
Autres 4,68 7,02 10,93 7,80
Aucun 7,05 3,92 21,88 6,25
Argile F. oxysporum 13,20 [0,73] 0,00 24,53 [0,44] 5,66
Autres 6,60 0,00 13,20 4,72
Aucun 10,38 0,00 16,05 5,66
Tourbe F. oxysporum 6,00 [0,47] 0,00 15,00 [0,06] 8,00
Autres 9,00 3,00 12,00 12,00
Aucun 11,00 5,00 9,00 10,00

* Pourcentage des Iésions échantillonées.
Les données entre crochets représentent les probabilitésX 2

2. INFESTATIONS NEMATODES-CHAMPIGNONS IN VITRO

Une infestation in vitro de R. similis a causé, sur les feuilles externes, un jaunissement,
puis un brunissement (Pl. 3b), qui s'est étendu progressivement aux feuilles les plus internes.
Le collet des pousses a bruni, la croissance racinaire s'est ralentie, et les racines ont noirci.
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Quand F. oxysporum a été inoculé seul, on a observé dans le méme temps des symptomes
racinaires identiques mais moins prononcés, ainsi qu'un brunissement du collet. Mais les
feuilles sont restées vertes. Par contre, aprés inoculation des deux pathogénes I'un apres l'autre
. (nématodes puis champignon), le collet et toutes les feuilles ont rapidement pourri. Des
symptomes semblables ont été observés apres une inoculation de R. similis et R. solani (Pl.
3c).

3. SYNTHESE

Des travaux semblables rapportent l'isolement de champignons des nécroses soit sans
extraction simultanée des nématodes, les espéces de nématodes étant alors identifiées par
rapport 2 la forme des nécroses (Stover, 1966), soit aprés extraction globale des nématodes des
racines (Sikora & Schldsser, 1973).

Or en Cbte d'Ivoire, la diversité des peuplements de nématodes sur bananier rend impossible
l'identification des espéces par une simple observation des nécroses. De plus, notre étude
montre qu'il n'y a pas de relation quantitative entre I'abondance des nécroses (classées selon
leur contenu nématologique) et 'abondance des populations infestant 'ensemble d'une racine.
En effet, alors qu'H. multicinctus était plus abondant dans les racines sur les "sols organiques”
et R. similis dans les racines sur "sols minéraux”, la plupart des nécroses contiennent R.
similis, quel que soit le type de sol. Bien que la structure des communautés nématologiques
soient déterminées par les caractéres physico-chimiques des sols (Quénéhervé, 1988), R.
similis serait donc responsable de la majorité des nécroses recensées.

Mais alors, quelle importance donner aux espéces, comme H. multicinctus sur "sols
organiques", qui constituent la plus grande part de la population infestante des racines sans
pour autant étre reliées 4 des phénomenes de nécroses? Sans écarter le caractére pathogene de ce
nématode, la nécrose superficielle des tissus par H. multicinctus (Stover, 1972) serait une
manifestation secondaire. En corollaire, la rareté, voire I'absence de nécroses, ne doit pas faire
sous-estimer le potentiel infectieux d'un nématode dans une racine. Ceci remet nettement en
cause la standardisation des critéres de différenciation des variétés de bananiers basées sur le
comptage des nécroses racinaires (Wehunt et al., 1965; Pinochet & Rowe, 1979; Zem et al.,
1981; Davide & Marasigan, 1985; Ravishandra & Krishnappa, 1985).
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Quant aux champignons telluriques, Laville (1964) avait, au Cameroun, identifi€ Rhizoctonia
et Fusarium , plus spécialement F. solani et F. oxysporum, comme les genres les plus
répandus dans les nécroses racinaires. Il réalisa son étude sur des sols volcaniques assez
organiques (6 3 10% de matiere organique) et presque neutres (pH 6,1 2 7,2). En Cote
d'Ivoire, Brun et Laville (1965) n'avaient pas trouvé le genre Rhizoctonia, et ils rapportaient
que 35% des champignons isolés des nécroses étaient des Fusarium , F. solani pour la plus
part. Leur étude fut conduite sur un sol sablo-gravillonnaire pauvre en matiére organique et
plutdt acide. Nous confirmons donc que les Fusarium sont largement répandus dans les
bananeraies ivoiriennes, en faveur cependant de F. oxysporum, et que la structure des sols
n'influence pas leur présence dans les racines. La différence entre nos résultats et ceux de Brun
et Laville peut provenir d'une modification de I'équilibre des Fusarium 2 la suite de I'évolution
de la culture bananiére entre ces deux études.

Au sujet des associations nématodes-champignons sur bananier, plusieurs auteurs ont attribué
un caractere de spécificité 2 I'association de ces deux pathogeénes (Booth & Stover, 1974;
Stover, 1966; Pinochet & Stover, 1980a). Or notre étude montre que méme si l'association R.
similis-F. oxysporum est la plus fréquente, la présence simultanée des deux pathogenes est
aléatoire. En d'autres termes, la présence d'un nématode donné n'implique pas forcément celle
d'un champignon particulier, leur présence étant plus spécifique de la plante hote. La notion
d'affinité potentielle est donc 2 revoir.

Nous avons vu que 25 3 48,5% des nécroses n'abritaient que des nématodes. Ces parasites
sont certainement les plus impliqués dans la formation des nécroses. D'autre part, 8 4 20%
d'entre elles ne contiennent que des champignons, et 6 2 10% sont "vides" : ces nécroses ont
donc été causées par d'autres micro-organismes telluriques, ou par des contraintes mécaniques
sur les racines, ou enfin par un foyer de nématodes qui n'a pas pu s'y maintenir & cause des
conditions de nécrose cellulaire impropres 2 son développement.

En culture dixénique, nématodes et champignons provoquent une mort des pousses plus
rapide qu'en culture monoxénique. Quand il est inoculé seul, chaque pathogéne induit des
troubles physiologiques. Mais les dégats causés par le nématode sont supérieurs 3 ceux causés
par le champignon. Notons d'ailleurs qu'une grande part des symptomes causés par le
champignon seul peut provenir de son contact direct avec le collet des pousses, puisqu'il a été
inocul€ 2 la surface du milieu. Ceci a ét¢ confirmé dans le cas de Trichoderma viride qui ne
provoque qu'un rougissement de la surface des racines sans autre symptome apparent (P1. 3d).
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Enfin, c'est la premiére fois que Cylindrocarpon musae est signalé sur le continent
africain associé au bananier. Ce champignon a été décrit par Booth et Stover (1974) sur le
groupe Cavendish. Depuis, il a été signalé comme étant associé & R. similis aux Philippines, au
Costa Rica, en Guadeloupe et Martinique, au Panama, en Colombie et en Equateur,
probablement disséminé par le transport des souches. I survivrait dans le sol sous forme de
chlamydospores, et provoque un pourrissement des racines et des rhizomes (Brayford, 1987).
Cependant, sa présence occasionnelle (dans 2,3% des nécroses) comparée i celle de F.
oxysporum, n'en fait pas encore un facteur a risque.

Certe étude prouve l'implication des nématodes dans la nécrose précoce des tissus
superficiels des racines et confirme que les nématodes, et plus particuliérement R. similis, sont
pathogénes en I'absence de tout autre parasite potentiel.

L'étude pathologique qui suit portera sur la description et la caractérisation des
perturbations tant histologiques que physiologiques, induites par des populations
monospécifiques, en relation avec leur développement. A ce stade, une autre variable sera
introduite, & savoir la comparaison de deux variétés, a sensibilités différentes vis & vis du
nématode R. similis.

Planche 3 : Association nématodes-champignons sur racines de bananier.
a : fragments de racines de bananiers portant des nécroses superficielles.
b : effets de R. similis et de F. oxysporum sur des pousses de bananiers cultivés in vitro
(T = témoin non inoculé; R = inoculation avec R. similis; F = inoculation avec F.
oxysporum; R+F = inoculation combinée des deux parasites).
c : effets de R. similis et de R. solani sur des pousses de bananiers cultivés in vitro.
d : coloration in vitro des racines de bananier par T. viride.
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ETUDE DE LA PATHOGENIE DES
NEMATODES SUR LES VARIETES POYO
ET GROS MICHEL

1. ETUDE DE LA PENETRATION DES NEMATODES

Cette étude a porté sur les trois nématodes R. similis, H. multicinctus et H.
pararobustus inoculés sur les deux variétés Poyo et Gros Michel. Cing cent nématodes ont été
inoculés sur chaque vitro-plant, maintenu en godet de 250ml aprés trois semaines
d'acclimatation. Les plants ont été dépotés 1, 3, 7, 14 et 21 jours apres l'inoculation a raison de
cing répétitions par couple variété/nématode. Nous avons suivi la cinétique de pénétration des
nématodes par coloration dans les racines a la fuchsine acide.

L'apparition de R. similis et H. multicinctus dans les racines n'a pas €té immédiate,
alors que les premiers H. pararobustus ont pénétré des l'inoculation (Fig. 13).

Les pénétrations de R. similis dans les racines des deux variétés ont ét€ faibles au cours
de la premiére semaine. Ensuite, la quasi totalité de 1a population inoculée a infesté les racines
sur la variété Poyo au cours de la seconde semaine. Dans le méme temps, la pénétration dans la
variété Gros Michel restait faible. Au cours de la troisiéme semaine, on assiste A une
augmentation de la population de R. similis dans la variété Gros Michel.

La pénétration d'H. multicinctus dans les racines est restée trés faible pendant deux
semaines (environ 15% de la population inoculée) et identique sur les deux variétés. Puis le
taux d'infestation a augmenté pendant la troisi¢éme semaine, significativement plus sur la variété
Gros Michel que sur la variété Poyo.

Quant & H. pararobustus, deux semaines apres inoculation, sa pénétration était encore
faible et identique sur les deux variétés. Mais, pendant la troisi®me semaine, alors que peu de
nématodes infestaient encore les racines de la variété Poyo, on pouvait déja déceler une -
multiplication de la population sur Gros Michel.
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Figure 13 : évolution de la pénétration des nématodes dans les racines de bananier des variétés
e Poyo o Gros Michel
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L'aptitude des nématodes a pénétrer dans les racines est donc variable selon l'espéce :
sur Gros Michel, la pénétration de R. similis est plus lente. Celles d'H. multicinctus et d'H.
pararobustus sont d'abord faibles, sur les deux variétés, puis plus importantes sur Gros
Michel. Comme on a inocul€ des populations dont les individus étaient en majorité des femelles
gravides, une nouvelle pénétration par la seconde génération peut apparaitre dés le 14&¢me jour.
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Cela expliquerait l'augmentation brutale du niveau d'infestation des racines en H. pararobustus
au cours de la troisieme semaine, sur la variété Gros Michel.

2. ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES POPULATIONS

Cette étude a porté sur les mémes nématodes et vari€tés que dans I'étude précédente. Les
plants ont été inoculés avec 1000, 5000 et 10000 individus par plant apres trois semaines
d'acclimatation, soit une semaine apres le repiquage en vases de 2 litres. Les plants ont €té

dépotés 2 mois aprés l'inoculation, 3 raison de 5 répétitions par objet
(variété/nématode/inoculum), et nous avons évalué les taux d'infestation des bananiers.

2.1. Multiplication des populations

R. similis est capable d'infester 4 la fois les racines et les rhizomes, alors que H.
multicinctus et H. pararobustus ne sont que des parasites racinaires, quelques rares individus
étant décelés au niveau des rhizomes.

Par ailleurs, les résultats peuvent étre exprimés soit par unité de poids (expression d'une
densité la plus généralement utilisée), soit par plant, cette seconde expression tenant alors
compte de la population dans le sol, qui représente un potentiel infestant pour la génération
suivante, et de la masse totale des tissus infestés.

a) densités des populations (Fig. 14)

Comparativement aux racines, le rhizome des bananiers Poyo abrite des populations de
R. similis importantes. Tous tissus végétaux confondus (racines+rhizome), les densités de
populations ne different pas selon l'inoculum. Sur la variété Gros Michel, la proportion des
populations racinaires est plus élevée que celle des populations du rhizome. Les densités
d'infestation sont voisines de celles observées sur la variété Poyo, et équivalentes quel que soit
I'inoculum.

En ce qui concerne H. multicinctus, la densité de population, trés faible dans le cas du
plus faible inoculum, augmente avec le niveau d'inoculation. Cependant, la multiplication de
I'inoculum 5000 serait plus forte sur la variété Poyo.

115 Résultats




Figure 14 : densités des populations (nombre de nématodes par gramme de tissu frais) aprés
deux mois d'infestation.
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De méme pour H. pararobustus, les densités d'infestation des deux variétés augmentent
avec la taille de l'inoculum. Mais, au plus fort inoculum, le nématode se multiplierait davantage
sur la variété Gros Michel que sur l'autre.

b) populations par plant

L'expression des niveaux de populations par plant (Fig. 15) integre les composantes
"sol" et "masse des tissus infestés". On constate alors que la part représentée par le sol est
négligeable, voire nulle, quel que soit le nématode, le niveau d'inoculum, et la variété de
bananier. De plus; dans le cas de R. similis, le potentiel infestant représenté par le rhizome, est
trés faible, et cela sur les deux variétés. Donc, dans tous les cas, le systéme racinaire abrite
l'essentiel des populations de nématodes.

Pour R. similis, on remarque qu'au niveau d'inoculum de 10000 individus, le
développement sur la variété Poyo n'a pu se poursuivre, et cela de maniere significative. Par
contre, sur la variété Gros Michel, les deux plus faibles inoculum se sont moins développ€s que
sur la variété Poyo, et inversement pour l'inoculum 10000. Le taux de multiplication
(population finale/population initiale) révéle (Tab. 11), sur la variété Poyo, une diminution de
ce taux conjointement a 1'augmentation de I'inoculum. La réduction de la population se retrouve
au niveau de la variété Gros Michel, quel que soit 'inoculum.

Pour H. multicinctus, méme si les populations sont d'autant plus élevées que les
inoculum sont grands (Fig. 15), les taux de multiplication (Tab. 11) sont trés faibles et ne
different pas d'une variét€ a l'autre.

Quant A H. pararobustus, les taux de multiplication ont augmenté¢ avec l'inoculum et ont
tendance a étre plus €levés sur la variété Gros Michel.

On constate que, comparativement au type d'expression précédent (densité de
population), les ordres de grandeur des niveaux de populations de R. similis et H. pararobustus
sont équivalents, et beaucoup plus faibles pour H. multicinctus. D'autre part, cette expression
apporte beaucoup plus d'information sur le développement des inoculums, ceci étant
caractéristique avec R. similis.

117 Résultats



Figure 15 : niveaux des populations (nombre de nématodes par plant) aprés deux mois

d'infestation.
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¢) répartition spatiale des populations racinaires (Fig. 16)

Par coloration des nématodes dans les racines, nous avons comparé la répartition
spatiale des nématodes entre les racines secondaires et les racines primaires. On a distingué,
pour ces derniéres, une zone proximale au rhizome, portant les racines secondaires, et une zone
distale dépourvue de systéme secondaire, mais recouverte seulement de poils absorbants.
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Tableau 11 : taux de multiplication des populations de nématodes aprés deux mois d'infestation.

Taux de multiplication

Variété Inoculum Objet R. similis H.multicinctus H. pararobustus

Poyo 1000 P1 2,83 0,13 0,83
5000 P2 1,65 0,38 1,04
10000 P3 0,38 0,22 1,51
Gros 1000 Gl1 0,67 0,17 0,75
Michel 5000 G2 0,65 0,31 1,24
10000 G3 0,79 ‘ 0,29 2,52
Test de Kruskal-Wallis S NS . S
Classement de Dunn P1 G3
P2 P3
G3 G2
G1 P2
G2l - P
P3 Gl

NS : différences non significatives. S : différences significatives 2 5%.
— : groupe homogene.,

Figure 16 : répartition des nématodes selon le type de racine et la zone racinaire.

g

w
S

NOMBRE DE NEMATODES (%)
E o 8

8 o

N racine primaire racine primaire =3 racine secondaire
(zone proximale) (zone distale)
X : niveaux des populations insuffisants pour déterminer les proportions.

POYO GROS MICHEL

e

W
<Q

(=

1000

5000 10000 1000 5000
NOMBRE DE NEMATODES INOCULES

119 Résultats



Dans tous les cas, nous constatons que la zone distale des racines primaires est trés peu
infestée. Nous remarquons que la zone proximale d'une racine primaire et ses racines
secondaires se partagent équitablement le reste de la population, sauf dans le cas d'H.
multicinctus sur la variété Gros Michel, dont les racines secondaires sont presque indemnes.
Cette répartition est indépendante du niveau d'inoculation.

d) composition démographique des popi:..tions

Il nous a paru intéressant d'évaluer les proportions des trois formes (femelles, méles et
juvéniles) dans les populations de nématodes. Nous avons décelé un certain nombre de
variations selon le milieu infesté (sol, racines et rhizomes) et selon le nématode considéré.

En ce qui concerne R. similis (Tab. 12), les femelles représentaient toujours la majorité
des individus extraits. Le sol contenait une plus forte proportion de méles que les racines et le
rhizome. La quantité d'inoculum n'a jamais modifié ces proportions, mais la nature de la variété
a déséquilibré significativement le rapport femelles/juvéniles en faveur des femelles pour la
variété Gros Michel. Dans les racines et le rhizome, les proportions étaient inchangées.

Tableau 12 : répartition des formes de R. similis selon les milieux (sol, racines et rhizomes)
infestés.

R. similis Sol Racines Rhizomes
Variété Inoculum Objet Femelles Miles Juvéniles Femelles Males Juvéniles Femelles Males Juvéniles

Poyo 1000 P1 55,24 26,85 17,91 69,83 7,88 22,29 71,74 8,09 20,16
5000 P2 55,50 18,97 25,53 57,97 8,20 33,83 60,01 9,78 30,22
10000 P3 5548 3494 9,58 62,11 835 29,55 67,69 8,42 23,89

Gres 1000 G1 70,73 29,06 0,21 53,74 8,83 3743 58,33 6,29 3538
Michel 5000 G2 84,90 15,10 0,00 62,45 7,87 29,69 73,77 7,30 18,93
10000 &3 73,82 25,50 0,68 5554 7,20 37,26 62,69 8,13 29,18

Test de Kruskal-Wallis S NS NS NS NS NS NS NS

S

Classement de Dunn G2 PZ‘
G3 P1 I

Gl P3

P2 G3

P3 G1

P1 G2

NS : différences non significatives. S : différences significatives & 5%.
~—— : groupe homogene.

Ni l'inoculum, ni la variété n'ont modifié la composition sexuelle des populations d'H.
multicinctus (Tab. 13). Cependant, alors que le sol était essentiellement infesté par les femelles,
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la quantité de juvéniles extraits des racines était tres supérieure.

Tableau 13 : répartition des formes d'H. multicinctus selon les milieux (sol et racines) infestés.

H. multicinctus Sol Racines
Variélé  Inoculum Objet Femelles Méles Juvéniles Femelles Males Juvéniles

Poyo 1000 P1 60,99 0,00 39,01 9,07 5,29 85,64
5000 P2 65,60 2,45 31,95 9,82 2,97 87,22
10000 P3 69,28 1,78 28,94 7.6 3,39 89,01

Gros 1000 G1 69,92 1,54 28,54 9,86 4,21 85,93
Michel 5000 G2 68,69 1,98 29,33 9,80 3,48 86,71
10000 G3 66,89 1,55 31,56 7,48 5,92 86,60

Test de Kruskal-Wallis NS NS NS NS NS NS
NS : différences non significatives.

Quant a H. pararobustus (Tab. 14), la composition des populations était identique dans
le sol et les racines, la part de juvéniles étant la plus importante, et celle des méles la plus faible.
Comme pour les deux especes précédentes, la taille de I'inoculum n'a pas perturbé 1'équilibre.
Par contre, la proportion des méles a significativement augmenté sur la variété Gros Michel,
dans le sol et les racines, sans doute au dépens des juvéniles dont 1a proportion a eu tendance a
diminuer.

Tableau 14 : répartition des formes d'H. pararobustus selon les milieux (sol et racines)
infestés.

H. pararobustus Sol Racines
Variété  Inoculum Objet Femelles Miles Juvéniles Femelies Méles Juvéniles

Poyo 1000 P1 - - - 7,69 3,78 88,53
5000 P2 10,83 2,92 86,24 10,53 2,52 86,95
10000 P3 12,24 2,93 84,83 12,31 2,92 84,77

Gros 1000 Gl 12,88 9,89 77,22 13,12 10,14 76,75
Michel 5000 G2 11,26 8,87 179,88 11,21 8,89 79,90
10000 G3 8,30 8,48 83,22 8,27 8,52 83,21

Test de Kruskal-Wallis NS S NS NS S NS
Classement de Dunn Gl Gl
Gj Gﬂ
G G
P3 P1
P2 P3
P2

NS : différences non significatives. S : différences significatives 3 5%.
- : niveaux des populations insuffisants pour le calcul des proportions.
~— ! groupe homogene.
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2.2, Commentaires

Apres deux mois d'infestation, la réduction de la population de R. similis sur les plants
de la variéié Poyo s'explique par une incapacité des plants a permetire la survie des parasites a
la suite d'un affaiblissement végétatif trop rapide sous l'influence d'une pression parasitaire
trop élevée. Il apparait donc que les bananiers Poyo dgés de trois semaines (apres la sortie in
vitro) ne peuvent supporter des inoculum supérieurs 2 1000 nématodes par plant.

Par contre, la variété Gros Michel freine considérablement la multiplication de R. similis; mais,
avec le plus fort inoculum, la multiplication du parasite est possible, ce qui suggére une levée
partielle de la résistance sous la pression de populations importantes.

Des différences apparaissent au niveau tissulaire. Méme si le potentiel infestant que représente
le rhizome est négligeable par rapport a I'ensemble de la plante, les R. similis y sont plus
concentrés (au dépens des racines) sur la variété Poyo que sur la variété Gros Michel. Ce tissu
pourrait constituer un foyer de multiplication et un refuge pour R. similis au moment ol
l'activité physiologique des racines diminue sous l'effet de la pression parasitaire.

La répartition des formes est identique 2 la fois dans les racines et le rhizome. Elle n'est
modifiée ni par la pression parasitaire, ni par le type de variété. Les males, minoritaires dans ces
deux tissus végétaux, sont plus nombreux dans le sol, surtout par rapport aux femelles. Cette
observation confirme le rle secondaire joué par les méiles dans la reproduction de R. similis qui
est essentiellement parthénogénétique (Brooks & Perry, 1962). La maturation des juvéniles en
femelles a lieu dans les ragines, et une grande partie de la population effectue la totalité de son
cycle de développement 2 I'intérieur des racines.

La variété Gros Michel accroit significativement dans le sol la proportion de femelles au dépens
des juvéniles. Sur cette variété, la proportion de juvéniles dans les tissus végétaux est tres
élevée. Cela reviendrait & dire que, sur la variété Gros Michel, la maturation des juvéniles
pourrait étre plus lente dans les racines, et/ou que la pénétration des nouvelles femelles dans les
racines serait plus faible. Ceci irait dans le sens des résultats obtenus lors de I'étude sur la
pénétration.

Les deux variétés sont sensibles & H. pararobustus, puisqu'elles multiplient autant ces
nématodes, et la variété Gros Michel aurait tendance a 1'étre plus que la variété Poyo. Ces
variétés sont, dans la limite des inoculum choisis pour l'expérience, d'autant plus
multiplicatrices que 1'inoculum est élevé. On peut I'expliquer par un cycle relativement long
d'H. pararobustus, et par le fait que les femelles présentes dans l'inoculum apportent une
descendance qui croit géométriquement avec la taille de l'inoculum, et que leur ponte est trés
échelonnée dans le temps.
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La répartition équivalente des formes d'H .pararobustus dans le sol et les racines montre que
toutes les formes du nématode sont capables de migrer d'un milieu a l'autre, indiquant un
comportement endoparasite moins strict que pour R. similis. En outre, si les niveaux des
populations globales sont identiques, la variété a une influence sur la composition des formes.
La variété Gros Michel semble favoriser le développement des juvéniles vers le sexe mile.

La variété Gros Michel favorise la pénétration d'H. multicinctus dans les racines par
rapport a la variété Poyo, mais les vari€tés n'ont pas d'influence sur la multiplication de ce
nématode, ni sur la structure sexuelle des populations : les méles d'H. multicinctus sont plus
nombreux dans les racines que dans le sol, suggérant que 1'accouplement serait endoracinaire.
Dans les racines, les juvéniles sont plus représentés que les femelles (et inversement dans le
sol). Cela indique que la plus grande partie de la ponte se situerait dans les racines.

Tous les tissus racinaires ne sont pas colonisés par les nématodes. La zone distale des
racines primaires est trés peu parasitée. Or on sait que les nématodes phytoparasites sont le plulé“‘
souvent attirés par les zones d'élongation racinaire situées juste en amont des coiffes (Lindford;
1939; Wieser, 1955; Kimpfe, 1960; Pitcher, 1967). Mais les racines de bananier croissent trés
rapidement, jusqu'a Scm par jour en bananeraie (Lassoudiere, 1971). Dans ces conditions, on -
comprend que la zone d'¢€longation se "déplace” trop vite pour permettre aux nématodes d'y"
pénétrer. Par contre, on peut expliquer I'absence d'H. multicinctus dans les racines secondaires
de la variété Gros Michel par une inaptitude physiologique de ces tissus au parasitisme, ou une
attraction trés supérieure des racines primaires. En tout état de cause, il s'agit de la seule
différence de comportement variétal vis a vis d'H. multicinctus.

Enfin, les taux de multiplication des nématodes et 'évolution des populations qui en
découle varient d'un parasite & I'autre. Nous possédons peu d'informations sur la longueur de
leurs cycles biologiques. Loos (1962) a estimé celui de R. similis a 20-25 jours sur Tephrosia
candida. Les cycles des nématodes ectoparasites sont généralement plus longs que ceux des
endoparasites. Ceux du genre Helicotylenchus ne sont pas connus, ni celui d'H. pararobustus.
Mais ceux d'autres espéces du genre Hoplolaimus ont été évalués & 25-27 jours pour H. indicus
sur sorgho (Dasgupta et al., 1970), et jusqu'a 45-49 jours pour H. columbus sur soja
(Fassuliotis, 1969). De plus, alors que R. similis pond jusqu'a 70 ceufs (Loos, 1962), H.
multicinctus en pond une trentaine (Zuckerman & Strich-Harari, 1964) et H. pararobustus une
vingtaine (observation personnelle sur racines excisées de gombo). La multiplication plus lente
d'H. multicinctus et d'H. pararobustus par rapport a celle de R. similis peut s'expliquer par
leurs cycles plus longs, par leur fécondité plus faible, et par leur passage obligatoire par le sol
qui retarde les infestations suivantes.
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Ces résultats montrent qu'il existe une différence de sensibilité aux nématodes
phytoparasites entre les deux variétés, et que les modalités du parasitisme dépendent a la fois de
la variéié et de l'espéce de nématode.

3. OBSERVATIONS DES NEMATODES IN SITU

Les nématodes ont été observés a l'intérieur des racines soit par observation directe des
racines apres coloration des nématodes a la fuchsine acide, soit par observation de coupes
histologiques colorées, ou non, 2 la safranine et au fast-green, ou au bleu coton.

Rappelons (Riopel & Steeves, 1964) que les racines de bananier ont la structure de
racines des monocotylédones. Le parenchyme cortical est composé de trois zones (Pl. 4). La
zone externe est constituée de grandes cellulés de forme géométrique séparées par de petits
espaces intercellulaires. L'autre, intermédiaire, est représentée par un parenchyme lacunaire 2
grandes lumiéres; les lacunes sont limitées par un ou deux alignements de grandes cellules.
Enfin, la zone interne est composée d'un parenchyme radial  cellules arrondies, alignées et de
taille croissante dans le sens centrifuge.

Le parenchyme cortical est séparé du cylindre central par un endoderme 2 parois treés épaisses en
fer & cheval.

Le cylindre central est composé d'un parenchyme médullaire 2 petites cellules, au centre duquel
sont disposés des massifs de phloéme alternant avec des faisceaux du xyleéme (protoxyléeme
spiral€) dont les derniers vaisseaux différenciés (métaxyléme réticulé ou scalariforme) sont trés
larges.

Cette anatomie racinaire est, en microscopie optique, identique pour les deux variétés
Poyo et Gros Michel.

3.1. Radopholus similis :

Sur la variété Poyo, on observe, a 1a surface des racines, une nécrose trés locale du tissu
superficiel, qui correspond au point de pénétration du nématode. Il est trés rare de trouver des
individus dans ces tissus nécrosés. Les coupes histologiques indiquent que ces nécroses
superficielles sont sous-épidermiques et de forme ellipsoide, dont le grand axe est parallele a
I'axe de la racine (Pl. 5a).

Apres la traversée de I'épiderme, R. similis se dirige en profondeur, en écartant ou en perforant
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les cellules du parenchyme cortical externe. Il y forme de grandes cavités qui fusionnent avec
les lacunes du parenchyme lacunaire (P1. 5b). Ces cavités traversent le parenchyme cortical
interne, et vont jusqu'au contact du cylindre central (Pl. Sc). L'intégrité de I'endoderme et du
péricycle est détruite : les nématodes peuvent alors migrer dans le parenchyme médullaire, et
méme dans les vaisseaux du xyléme (Pl. 5d). Mais cela ne concerne que les vaisseaux
périphériques. Les tissus parasités sont peu souvent nécrosés, ou, tout au moins, les nécroses
apparaissent postérieurement 2 l'infestation. Dans le cylindre central, on observe toujours une
obturation de la lumiere des vaisseaux par une substance opaque (Pl. Se), souvent accompagnée
d'une hypertrophie des cellules périphériques (Pl. 5f). Les femelles pondent leurs ceufs a
l'intérieur de la racine, au fur et & mesure de leur progression. Ceci se traduit par un chapelet
d'eufs (Pl. 6a). Le sens de la migration dans la racine est aléatoire. L'invasion des racines
secondaires peut se faire directement 2 partir du parenchyme cortical de la racine primaire, lors
de la percée de celui-ci par la racine secondaire (P1. 6b).

Chez la variété Gros Michel, on observe les mémes symptdmes de nécroses
superficielles, mais celles-ci sont beaucoup plus circoncises que sur la variété Poyo. Autour des
cellules nécrosées, les cellules corticales s'hypertrophient et leur cytoplasme apparait trés clair
(PL 6¢). R. similis reste confiné dans le parenchyme cortical (le cylindre central n'est pas
atteint), mais I'habitus des parasites est le plus souvent bouclé ou spiralé (P1. 6d). Des globules
apparaissent dans la zone trophique des nématodes (Pl. 6¢), ainsi qu'a la périphérie des tissus
nécrosés (PL. 6f). Ces nécroses sont d‘une coloration toujours plus intense que sur la variété
Poyo, et apparaissent plus tot .

3.2. Helicotylenchus multicinctus :

Quelle que soit la variété, on observe une nécrose locale du tissu superficiel, en dessous
du point de pénétration du nématode (PL. 7a). Cette nécrose s'approfondit dans le parenchyme
cortical externe, Elle est de couleur rouge-brun, et ne concerne que quelques couches cellulaires
(PL. 7b). Elle abrite souvent des nématodes. H. multicinctus ne dépasse pas cette zone du
parenchyme : il ne va pas plus en profondeur, et n'atteint pas les zones lacunaires et internes du
parenchyme cortical (P1. 7c). Les cellules les plus proches de la zone d'infestation accroissent
leur taille, ce qui a pour effet une compression du cytoplasme des cellules voisines. L'habitus
des nématodes est le plus souvent bouclé (Pl. 7d). Les femelles pondent leurs ceufs dans la
racine, sous forme d'amas d'eeufs (P1. 7e). Trés souvent, le nématode occupe l'intérieur d'une
cellule qu'il a percée auparavant, et y dépose ses ceufs (Pl. 7f). Le sens de la migration dans la
racine est aléatoire.
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Une seule différence est décelée entre les deux variétés. Sur la variété Poyo, une pigmentation
rouge-brun diffuse dans les parois épaissies des cellules voisines des zones nécrosées (PL. 8a),
et on assiste & une pigmentation uniforme du cytoplasme des cellules nécrosées (Pl. 8b). Sur la
variété Gros Michel, cette pigmentation est plus tardive, et il apparait d'abord des globules et
des vacuoles rouge-brun intracytoplasmiques (P1. 8c).

3.3. Hoplolaimus pararobustus

Quelle que soit la variété, le parasitisme d'H. pararobustus est extrémement superficiel
(P 9a). 1 provoque une nécrose brune, ouverte, qui correspond au point de pénétration du
nématode (Pl. 9b). )
Apres la traversée de I'épiderme, H. pararobustus adopte dans le parenchyme cortical une
position soit parallele & I'axe central de la racine (P1. 9¢), soit transverse, en s'enroulant autour
de la racine (P1. 9d). Il reste confiné a la périphérie du parenchyme cortical externe, et migre le
long de la racine. On constate 3 la fois un écrasement des tissus nécrosés et un accroissement
des cellules périphériques a la nécrose (Pl. 9¢). Au cours de leur migration, les femelles
pondent leurs ceufs dans le parenchyme, de fagon éparse (Pl. 9f). Le sens de la migration dans
la racine est aléatoire. :

Les mémes observations peuvent étre faites au niveau des racines de la variété Gros
Michel, dans lesquelles on décele cependant 1a présence de nombreux méles (P, 9g).

3.4. Commentaires

L'impact des nématodes sur les tissus racinaires différe selon l'espéce, d'une part par
rapport a la topographie des zones parasitées, d'autre part par rapport aux modalités des
perturbations histologiques observées.

En ce qui concerne la topographie des infestations, R. similis peut migrer dans toutes les
couches tissulaires des racines. Blake (1966) avait précisé que ce nématode était présent dans
tous les tissus racinaires sauf dans le cylindre central, I'endoderme semblant jouer le rle d'une
barriére. Ses expériences avaient porté sur la variété Dwarf Cavendish, appartenant au méme
sous-groupe botanique que la variété Poyo. Nos observations montrent que ce nématode peut,
seulement pour la variété Poyo, pénétrer dans cette zone. Cependant, nous avons détecté la
présence d'un champignon dans les vaisseaux du xyléme (Pl. 10). Les champignons
telluriques, tels que Fusarium oxysporum, causent eux-aussi des nécroses racinaires
profondes, et des recherches ont prouvé leur migration intrastélaire. On peut donc se demander
lequel des deux parasites (nématode ou champignon) facilite 1'accés du cylindre central a
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l'autre. Blake (1966) a précisé€ que, lors d'une infestation combinée de R. similis et F.
oxysporum, seul le champignon pénetre dans la stele. S'il est vrai que I'endoderme constitue un
obstacle & ce nématode, celui-ci pourrait le franchir apreés une simple fragilisation physiologique
de ce tissu par le champignon. Quant a 'obstruction des vaisseaux, elle peut étre due au
champignon (Beckinan et al., 1962) bien que celui-ci n'ait pas été identifié. On ne peut savoir si
elle est provoquée par le nématode puisque qu'il s'agit d'une observation ponctuelle. Celui-ci
modifie tout de méme l'anatomie des vaisseaux, I'hypertrophie de leurs cellules périphériques
n'ayant pas €té observée avec un champignon seul. La différence essentielle entre les deux
variétés est 1'absence de nématode dans le cylindre central de la variété Gros Michel.
Comparés a R. similis, H. multicinctus reste confiné dans la .zone externe du parenchyme
cortical, et H. pararobustus a une position sous-épidermique. Donc, bien qu'ils soient tous
considérés comme des endoparasites sur bananier, la situation d'H. multicinctus.et d'H.
pararobustus est beaucoup plus superficielle. Or ces deux nématodes sont considérés comme
des ectoparasites sur les autres plantes. Leur particularité sur bananier est donc sans fondement
biologique propre aux nématodes, mais est probablement due a 1'épaisseur importante du tissu
cortical des racines de cette plante, ainsi qu'a sa "plasticité” vu la grande taille des cellules.

Corrélativement 2 la topographie des infestations, des différences résident dans les
modes de migration des nématodes. Celles-ci sont visibles par les modalités de ponte des
nématodes, et par leur habitus. .
Sur la variété Poyo, R. similis et H. multicinctus migrent parallélement a 'axe longitudinal de la
racine. Mais R. similis pond ses ceufs sous forme de chapelets, alors qu'H. multicinctus les
pond en amas, comme l'avaient déja décrit Zuckerman et Strich-Harari (1964), dans la lumiére
de cellules vidées de leur cytoplasme. D'autre part, si I'habitus de R. similis est rectiligne, celui
d'H. multicinctus est bouclé. Quant A H. pararobustus, il peut aussi bien adopter une position
paralléle a I'axe racinaire que transverse, ce qui se traduit par une ponte éparse. Son habitus est
rectiligne ou bouclé. Ceci est le fait de caractéres migratoires différents, H. multicinctus et H.
pararobustus étant beaucoup moins migrateurs que R. similis. Il en découle que R. similis aura
un pouvoir de colonisation racinaire quasiment interne, beaucoup plus intense que les deux
autres nématodes, qui devront se servir d'un passage obligatoire par le sol pour envahir les
tissus racinaires sains. Cependant, sur la variét€¢ Gros Michel, 'habitus bouclé de R. similis
atteste que ce nématode est certainement plus géné dans sa progression intraracinaire que sur la
variété Poyo.

Enfin, les différences notées au niveau des dégéts tissulaires signalent aussi des
modalités variables entre les nématodes sur la pathologie. Comme l'avait décrit Blake (1966),
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R. similis crée de grandes cavités, véritable galeries d'infestation. Sur Poyo, les parois de ces
cavités se nécrosent, ainsi que plusieurs couches de cellules adjacentes. La nécrose des cellules
est diffuse et n'apparait pas immédiatement. H. multicinctus et H. pararobustus ne créent que
des nécroses, aprés modification morphologique des cellules (accroissement de leur taille).

Les différences entre les deux variétés concernent essentiellement R. similis, pour
lequel la nécrose des parois des cavités est beaucoup plus intense chez la variété Gros Michel, et
ne diffuse pas ou peu vers les cellules adjacentes. A noter aussi l'apparition de globules
intracytoplasmiques aussi bien dans le cas de R. similis que d’ H. multicinctus chez la variété
Gros Michel. '

4. IMPACT SUR LA CROISSANCE VEGETATIVE DES BANANIERS

4.1. De Radopholus similis :

a) sur le systéme foliaire

Ayant suivi hebdomadairement la surface des feuilles des plants de bananier, nous

avons noté qu'au moment du prélévement (aprés deux mois d'infestation) les quatre derniéres
feuilles émises (feuilles IV, II, II, et I) n'avaient pas terminé leur croissance, ce qui se traduit
graphiquement par une décroissance des surfaces (Fig. 17). La surface des feuilles précédentes
(V a X) était linéairement d'autant plus petite qu'elles étaient anciennes. Ces observations
s'appliquaient aux deux vari€tés, sans différence entre elles.
Sur les bananiers Poyo infestés par R. similis, 1a surface de chaque feuille est diminuée,
souvent de fagon significative (feuilles II & VII). Mais on n'a jamais discerné l'effet des
différents niveaux d'inoculation. Sur la variété Gros Michel, les surfaces foliaires des plants
infestés avaient tendance 2 étre supérieures ou égales pour les feuilles qui avaient cessé leur
croissance, et inversement pour les autres feuilles, sans effet de la taille de l'inoculum.

Le calcul du rapport longueur/largeur des feuilles de la variét€ Poyo (Fig. 18) a révélé
que les valeurs croissaient linéairement (y = 2,25 - 0,037x, r = 0,97) au fur et &3 mesure de
I'apparition des feuilles. L'infestation des bananiers par R. similis n'a pas affecté cette
croissance (pentes identiques) mais a significativement diminué les niveaux du rapport
(ordonnée inférieure & l'origine), sans effet cependant de la taille de 1'inoculum (équation
moyenne y = 2,02 - 0,031x, r = 0,93).

Sur la variété Gros Michel, les proportions étaient plus constantes, quel que soit I'dge des
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feuilles, et indépendantes de la présence de R. similis et du niveau d'inoculation (équation
moyenne y = 2,05 - 0,01x, r =0,61).

Figure 17 : incidence de R. similis sur les surfaces foliaires de plants de bananiers inoculés aux
quatre effectifs suivants :
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Figure 18 : incidence de R. similis sur la proportion longueur/largeur des feuilles de plants de
bananiers inoculés aux quatre effectifs suivants :
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11 en découle bien siir que la surface foliaire totale des plants infestés est plus réduite sur
la variété Poyo que sur la variété Gros Michel (Tab. 15). Par contre, le nombre de feuilles et la
vitesse d'émission ne sont pas modifiées. Quant A I'accroissement du collet et le taux de matiére
séche, ils ne dépendent pas de la variété, et le parasitisme n'a aucune incidence.
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b) sur le rhizome (Tab. 15)

Les taux de matiére seche des systémes racinaires primaires et secondaires ne different

pas entre les deux variéiés, infestées ou pas. Notons tout de méme que la teneur en eau est le
plus souvent supérieure dans le systéme primaire.
La densité racinaire représente un caractére variétal, celle du syst¢me primaire étant inférieure
sur la variété Poyo, et inversement pour le systéme secondaire. Mais celle du systéme primaire
ne varie pas avec le niveau d'inoculation. Par contre, le parasitisme a eu une action sur le
systéme secondaire, tendant a la diminuer sur Poyo et a 1'augmenter sur Gros Michel.

¢) commentaires

La surface des feuilles est d'autant plus grande que celles-ci sont nouvelles. Leur
croissance est freinée par R. similis sur la variété Poyo.

A linverse, elle parait accrue sur la variété Gros Michel, certainement par réaction au
parasitisme. Mais la pression parasitaire est sans effet. Plus précisément, ce sont les
composantes de la surface (longueur et largeur) qui sont individuellement mises en cause. R.
similis ne modifie pas leur évolution sur la variété Gros Michel. Mais il perturbe I'élongation
des feuilles de la variété Poyo, déséquilibrant donc le développement foliaire.

L'émission foliaire est inchangée, ainsi que 1'état hydrique des limbes.

De méme au niveau du systéme racinaire, R. similis freine I'émission de nouvelles
radicelles sur la variété Poyo, alors que la variété Gros Michel, qui offre naturellement.plus de
volume racinaire aux parasites, en développe plus (réponse identique a celle des surfaces
foliaires), sans changement également de leur état hydrique.
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SIonnSay

¢t

R. similis

Systéme foliaire

Rhizome

Variété Inoculum Objet Emission

Surface  Accroissement Ps/Pf Diamitre

Racines primaires Racines secondaires
Indicede Ps/Pf Indicede Ps/Pf

folizire  foliaire du collet (%) dubulbe densitdéde (%) densitéde (%)
(/semaine) totale (cm) (cm/semaine) (cm) racines racines
Poyo 0 PO 1,10 2874,69 0,169 10,44 3,46 9,32 6,25 19,21 5,00
1000 P1 1,05 2319,20 0,166 10,62 3,54 9,05 3,74 15,32 7,42
5000 P2 1,03 2590,89 0,189 11,12 3,84 8,76 344 11,43 4,54
10000 P3 1,10 2498,68 0,179 10,43 3,83 8,64 5,24 13,10 5.47
Gros 0 GO 0,97 2865.94 0,210 11,53 3,94 11,40 2,79 9,44 5,55
Michel 1000 Gl 0.97 2728,12 0,210 12,85 3,88 11,70 3,40 16,25 6,63
5000 G2 1,05 2969,31 0,192 9,70 3,54 11,80 3,05 15,32 3,70
10000 G3 1,10 2697,38 0,174 10,20 3,38 13,00 4,75 16,13 4,13
Test de Kruskal-Wallis NS S NS NS NS S NS S NS
Classement de Dumn G G PO
PO G G}
Gl G
Gl G
G PO P1
P2 Pl P3
P3 P2 P2
Pl P3 GO
Ps : poids de matiére séche.  Pf : poids de mati¢re fraiche.
NS : différences non significatives. S : différences significatives &4 5%.  ——— : groupe homogdne.
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4.2. D'Helicotylenchus maulticinctus :

a) sur le systeme foliaire

Nous n'avons pas pu distinguer de différence entre les variétés, ni d'incidence des
nématodes sur les surfaces foliaires et leurs proportions, qui, comme précédemment, ont évolué
linéairement (équation moyenne y = 2,26 - 0,1x, r = 0,98), en raison inverse de I'dge des
feuilles (Fig. 19).

Les écarts significatifs enregistrés sur le nombre de feuilles et leur vitesse d'émission
(Tab. 16) sont plus liés a la variété qu'a 1a présence d'H. multicinctus : dans cette expérience, la
variété Poyo est apparue végétativement plus développée que la variété Gros Michel. Par
contre, les feuilles de cette derniére sont moins hydratées, la proportion de matiére séche étant
plus élevée, avec une contribution, mais peu évidente, des nématodes.

b) sur le rhizome (Tab. 16)

Alors que le diametre des bulbes n'a varié ni d'une variété a 'autre, ni sous l'influence
des nématodes, la densité de racines primaires reste li€e a la variété, plus élevée sur la variété
Gros Michel; 1a densité des racines secondaires n'est pas touchée.

Enfin, si les taux de matiére séche des racines secondaires ont sensiblement augmenté avec la
taille de I'inoculum sur la variété Poyo, ils ont diminué sur la variété Gros Michel. L'état
d'hydratation du systéme primaire est inchangé.

c) commentaires

La croissance du systéme foliaire est trés inférieure a celle mesurée dans l'expérience
précédente. Cette expérience s'est déroulée en janvier pendant la saison séche et froide, dite
d'Harmatan, au cours de laquelle les températures chutérent jusqu'a 13°C et le taux d'humidité
relative jusqu'a 58%. Il est évident que ces conditions climatiques ont modifi€ la croissance des
bananiers. Les critéres agronomiques mesurés au niveau du systéme foliaire montrent que la
variété Poyo est plus robuste et mieux armée contre la sécheresse que la variété Gros Michel,
contrairement A l'expérience précédente ou les conditions d’humidité étaient normales. Ce
comportement variétal est connu depuis longtemps puisqu'il est 4 l'origine du choix des variétés
selon les zones géographiques de plantation. L'effet climatique s'est aussi fait sentir au niveau
de la texture des feuilles, celles de la variété Gros Michel étant moins hydratées que celles de la
variété Poyo.
Les densités de radicelles ont eu tendance 2 croitre avec la pression parasitaire, ce qui prouve
une réaction de défense des plants de bananiers au parasitisme d'H. multicinctus, effet peut étre
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renforcé par la sécheresse.

Cependant, outre le frein de croissance causé par les conditions climatiques particulitres
qui ont prévalu durant cette expérience, il n'est pas possible de distinguer, par rapport 3 H.
multicinctus, ces deux variétés, sur lesquelles le parasite a engendré les mémes perturbations.

Figure 19 : incidence d'H. multicinctus sur les surfaces et la proportion longueur/largeur des
feuilles de plants de bananiers inoculés aux quatre effectifs suivants :
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H. multicinctus

Systeme foliaire

Rhizome

Racines primaires Racines secondajres

Variété Inoculum ObJCt Emission Surface Accroissement Ps/Pf Diamdtre Indicede Ps/Pf Indicede Ps/Pf
foliaire foliaire du collet (%) dubulbe densitéde (%) densité de (%)
(/semaine) totale (cm) (cm/semaine) (cm) racines racines
Poyo 0 PO 0,60 654,00 0,10 14,92 2,44 8,66 4,89 4,23 5,34
1000 P1 0,60 627,84 0,18 15,06 2,36 8,89 5,11 3.52 6,68
5000 P2 0,66 711,10 0,14 13,96 2,48 6,52 4,78 3,73 6,92
10000 P3 0,66 666,00 0,12 14,50 2,44 7,88 57 4,04 7,78
Gros 0 GO 0,60 673,63 0,18 16,07 2,38 10,09 5,16 3,52 4,72
Michel 1000 Gl 0,55 602,36 0,18 16,04 2,34 8,76 5,31 3,53 4,10
5000 G2 0,55 614,08 0,16 13,39 2,50 9,61 4,96 4,28 4,04
10000 G3 0,60 659,49 0,16 14,50 2,44 10,35 5,11 5,25 5,44
Test de Kruskal-Wailis S NS NS S NS S NS NS S
Classement de Dumm P2 GO G3 P3
P3 Gi GO P2
PO P1 G2 P1
Pl PO P1 G3
GO P3 Gl PO
G3 G3 PO GO
Gl P2 P3 Gl
G2 G2 P2 G2

Ps : poids de matidre séche.  Pf : poids de matitre fraiche.
S : différences significatives & 5%.

NS : différences non significatives.

+—m : groupe homogeéne.
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4.3. D'Hoplolaimus pararobustus :

a) sur le systéme foligire

L'émission foliaire a été plus rapide qu'au cours des précédentes études, mais beaucoup
moins de feuilles ont achevé leur croissance en fin d'expérience (Fig. 20).
Sur la variété Poyo, toutes les feuilles qui ont terminé leur croissance (feuilles IX, VIII et VII)
voient leur surface diminuée sous l'influence d'H. pararobustus (les différences sont
significatives sur les feuilles VII et IX). A l'inverse sur Gros michel, ces feuilles ont leur taille
accrue, certainement par réaction au parasitisme. 11 est possible que ces réactions dépendent
aussi de la taille de 1'inoculum. Mais globalement, les surfaces foliaires totales des plants ainsi
que l'émission des feuilles sont statistiquement équivalentes entre les variétés (Tab. 17), et H.
pararobustus n'a pas eu d'effet. .
Quant aux dimensions des feuilles (Fig. 21), alors que les rapports longueur/largeur ont
augmenté avec la précocité des feuilles (équation moyenne y = 2,47 - 0,055%, r = 0,96), nous
n'avons constaté aucune différence significative entre les deux variétés, ni incidence du
parasite.

Comme nous l'avons déja noté précédemment, 1'accroissement du collet est un caractére
variétal, non influencé par H. pararobustus. Mais le taux de matie¢re séche des feuilles,
identique sur les deux variétés, avait davantage diminué sur la variét€¢ Gros Michel que. sur
Poyo, et cela en rapport avec la pression parasitaire.

b) sur le rhizome (Tab. 17)
Les densités racinaires du systéme primaire sont liées 2 la variété, mais H. pararobustus
n'a pas induit de perturbation particuli¢re.

c) commentaires

Les perturbations induites par H. pararobustus sont donc peu nombreuses, puisqu'elles
ne concernent que l'état hydrique des feuilles. Cependant, comme nous l'avons vu
précédemment, cela est a rapprocher des tailles de populations restées certainement encore trop
faible pour déceler un effet sur la croissance des plants.
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Figure 20 : incidence d'H. pararobustus sur les surfaces foliaires de plants de bananiers
inoculés aux quatre effectifs suivants :
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Figure 21 : incidence d'H. pararobustus sur la proportion longueur/largeur des feuilles de
plants de bananiers inoculés aux quatre effectifs suivants :
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simsay

H. pararobustus

Systeéme foliaire

Rhizome

Racines primaires Racines secondaires

Variété Inoculum Objet Emission  Surface Accroissement Ps/Pf Diamétre Indicede  Ps/Pf Indicede  Ps/Pf
foliaire  foliaire du collet (%) dubulbe densittde (%) densitéde (%)
(/semaine) totale (cm) (cm/semaine) (cm) racines racines
Poyo 0 PO 1,24 1444,68 0,172 14,89 3,78 8,00 533 535 8,19
1000 P1 1,16 1381,09 0,183 14,65 3,66 7,43 508 535 5,28
5000 P2 1,16 1397,31 0,178 13,93 3,54 8,36 523 6,34 7,12
10000 P3 1,18 1395,90 0,172 14,79 3,68 8,10 6,01 5,32 6,97
Gros 0 GO 1,24 1504,48 0,207 15,20 3,78 10,17 5,00 491 10,20
Michel 1000 G1 1,21  1461,05 0,186 14,38 3,74 10,73 4,91 6,38 5,17
5000 G2 1,21 1579,18 0,212 13,44 3,74 10,05 546 6,30 6,80
10000 G3 1,26 1623,48 0,210 13,07 3,76 10,29 552 6,22 6,87
Test de Kruskal-Wallis NS NS S § NS S NS NS NS
Classement de Dunn G G G
G P G
P G
« G P1 G
P1 G P
P P2 P
P G2 P
P G3 P1
Ps : poids de matidre séche.  Pf : poids de matidre fraiche.
NS : différences non significatives. S : différences significatives 3 5%.  ——— : groupe homogéne.
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5. SYNTHESE

Les deux variétés de bananiers Poyo et Gros Michel sont sensibles & R. similis, H.
multicinctus et H. pararobustus, en ce sens que ces trois nématodes peuvent se développer dans
leurs racines. Cependant, les modalités du parasitisme sont différentes sur ces deux variétés.

La premitre expérience a montré que la pénétration des nématodes H. multicinctus et H.
pararobustus était identique sur les deux variétés, et que la variété Gros Michel était beaucoup
moins vite infestée par R. similis que la variété Poyo. La faiblesse des niveaux de pénétration
d'H. multicinctus et H. pararobustus est peut-étre due 2 12 nature du substrat. En effet, en
bananeraie, les densités de populations de ces deux nématodes sont élevées, mais elles restent
sous la dépendance de nombreux facteurs d'environnement, comme la structure des sols : H.
multicinctus préfere les sols acides a haute teneur en matiére organique (argiles et tourbes),
tandis que H. pararobustus affectionne les sols sableux trés faiblement organiques
(Quénéhervé, 1988).

La seconde expérience a révélé que la multiplication des parasites et leur impact sur la
végétation étaient spécifiques 2 la fois de la variété des plants et de l'espece du nématode
considéré. Bien que les facteurs climatiques aient quelque peu perturbé l'expérience sur H.
multicinctus, les deux variétés multiplient ce nématode de la méme fagon. Par contre, si la
variété Poyo permet la multiplication de R. similis, jusqu'a un certain seuil de tolérance, la
variété Gros Michel freine sa pullulation, jusqu'd un certain niveau de population, au dela
duquel cet effet est levé. Enfin, la multiplication d'H. pararobustus est supérieure sur Gros
Michel, et cela d'autant plus que I'inoculum est important, mais certainement dans une limite de
tolérance qui n'a pas ét€ atteint.

D'un point de vue agronomique, nous estimons que I'évolution des proportions foliaires
(longueur/largeur) et celle de la densité racinaire peuvent étre considérées comme deux critéres
de comparaison de la sensibilité A R. similis. Le premier (qui peut étre suivi sans destruction du
matériel végétal), identique sur les deux variétés non infestées, est perturbé seulement sur la
variété Poyo. Le second, qui constitue en soi un caractére variétal, est perturbé différemment
sur les deux variétés.

Si la surface foliaire totale des plants varie quel que soit e nématode, chacune des espéces a une
action spécifique qui se répercute sur la surface de chaque feuille. Tous les autres caractéres
végétatifs mesurés évoluent différemment selon le nématode. Enfin, l'influence de l'inoculum
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est surtout visible dans le cas de la variété¢ Gros Michel. Ceci voudrait dire que, quelle que soit
la nature des perturbations sur cette variété, celle-ci serait, 3 inoculum égal, plus tolérante que la
variété Poyo envers R. similis. Ce phénomene est renforcé par des réactions de défense qui se
traduisent chez la variété Gros Michel par un surcroit de croissance tissulaire, tant foliaire que
racinaire. La variété Poyo, qui ne peut pas supporter des pressions parasitaires trop élevées, est
donc moins tolérante.

En bref, les deux variétés sont aussi sensibles & H. multicinctus. La variété Gros Michel
serait plus multiplicatrice que la variété Poyo pour H. pararobustus mais agronomiquement plus
tolérante. Elle serait aussi un moins bon hote de R. similis que la variété Poyo, tout en étant
agronomiquement plus résistante. Cette mauvaise qualité d'hote envers R. similis entrainerait
alors une perturbation du cycle biologique du nématode, par une augmentation anormale du
nombre des femelles dans le sol (moindre pénétration dans les racines ‘et moindre
multiplication). L'élévation du sex-ratio chez H. pararobustus, sur la variété Gros Michel,
mérite une expérimentation plus adaptée. Ce phénomene pourrait conduire 2 une extinction
naturelle de la population, ce qui, malgré 1'effet multiplicateur, représenterait une qualité
particuliére de défense. Un tel cas a ét€ signalé pour Meloidogyne hapla, espéce qui voit son
développement irrémédiablement dirigé vers le sexe mile dans le cas d'une culture de
concombre résistant (Dalmasso & Missonier, 1986).

Les perturbations sur la croissance des systémes foliaires et racinaires ne font que
refléter des troubles physiologiques, et entraineraient elles-mémes d'autres conséquences. Un
indice nous en est donné par les fluctuations de l'état d'hydratation des racines causées par H.
multicinctus et H. pararobustus. Ces nématodes doivent entrainer des dérangements
métaboliques, certainement variés selon la variété de bananier et selon l'espéce parasite. Ceci
nous améne a étudier l'impact des nématodes sur la physiologie des vitro-plants, et sur les
métabolismes mis en place par I'héte pour se défendre contre l'agression parasitaire.
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Planche 4 : Histologie d'une racine primaire non parasitée de bananier Poyo (coupe
transversale; 1cm = 110um).

Abréviations :

ecp = parenchyme cortical externe; Icp = parenchyme cortical lacunaire; icp =
parenchyme cortical interne; en = endoderme; pc = péricycle; pm = parenchyme
médullaire; xv = vaisseaux du xyleme.
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Planche 4 : Histologie d'une racine primaire non parasitée de bananier Poyo (coupe
transversale; 1cm = 110pm).

Abréviations :

ecp = parenchyme cortical externe; lcp = parenchyme cortical lacunaire; icp =
parenchyme cortical interne; en = endoderme; pc = péricycle; pm = parenchyme
médullaire; xv = vaisseaux du xyleme.
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Planche 5 : Histologie de racines de bananier Poyo parasitées par R. similis.
a: nécrose sous-epldcrrmque (coupe longitudinale; 1cm = 110m).
b : fusion des cavités faites par le nématode avec les lacunes du parenchyme cortical
(coupe transversale; lcm = 45um)
¢ : Iésion profonde allant jusqu'au cylindre central (coupe transversale; lem = 45um).
d : 1ésion profonde atteignant le cylindre central, et vaisseaux du xyléme abritant des
nématodes (coupe transversale; 1cm = 450m).
e : obturation des vaisseaux abritant des nématodes (coupe transversale; 1cm = 45um).
2 cellules périphériques hypertrophiées des vaisseaux (coupe transversale; lem =

Sum).

Abréviations :
icp = parenchyme cortical interne; mp = parenchyme médullaire; xv = vaisseaux du
xyléme; n = ncmatode, ca = cavité.
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Planche 5 : Histologie de racines de bananier Poyo parasitées par R. similis.
a: nécrose sous-épidermique (coupe longitudinale; lem = 110um),
b : fusion des cavités faites par le nématode avec les lacunes du parenchyme cortical
(coupe transversale; lem = 45um).
c : }ésion profonde allant jusqu'au cylindre central (coupe transversale; lcm = 45um).
d : 1ésion profonde atteignant le cylindre central, et vaisseaux du xyléme abritant des
nématodes (coupe transversale; lem = 45pm).
e : obturation des vaisseaux abritant des nématodes (coupe ransversale; lcm = 451tm).
f: cc])lu]cs périphériques hypertrophiées des vaisseaux (coupe transversale; lem =
45um).

Abréviations :
icp = parenchyme cortical interne; mp = parenchyme médullaire; xv = vaisseaux du
xyléme; n = nématode; ca = cavité. :
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" Planche 6 :lHistologie de racines de bananier Poyo (a-b) et Gros Michel (c-f) parasitées par R.
similis.
zlx 5:Omig)ration rectiligne et ponte d'une femelle dans la racine (racine étalée; lcm =

pm),

b : infestation des racines secondaires directement par les racines primaires (racine
étalée; 1cm = 600um).
c : hypertrophie des cellules adjacentes a la nécrose (coupe transversale; 1cm = 110um).
d : habitus bouclés ou spiralés des nématodes (racine étalée; 1cm = 600m).
¢ : globules intracytoplasmiques apparaissant autour du nématode (coupe transversale;
lem = 45um).
f : globules intracytoplasmiques apparaissant autour des nécroses (coupe transversale;
lem = 45um).

Abréviations ;
ecp = parenchyme cortical externe; n = nématode; e = ceufs; g = globules.
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Planche 6 : Histologie de racines de bananier Poyo (a-b) et Gros Michel (c-f) parasitées par R,
similis.
a : migration rectiligne et ponte d'une femelle dans la racine (racine étalée; lem =
150pm).
b : infestation des racines secondaires directernent par les racines primaires (racine
étalée; 1em = 600uUm).
¢ : hypertrophie des cellules adjacentes 1z nécrose (coupe transversale; lem = 110p1m).
d : habitus bouclés ou spiralés des nématodes (racine étalée; lcm = 600Lm).
¢ : globules intracytoplasmiques apparaissant autour du nématode (coupe transversale;
Iem = 45pm).
f : globules intracytoplasmiques apparaissant autour des nécroses (coupe transversale;
lem = 45pm).

Abréviations : \
ecp = parenchyme cortical exteme; n = nématode; € = ceufs; g = globules.

: " Planche 6 o
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Planche 7 : Histologie de racines de bananier Poyo parasitées par H. multicinctus.
a : nécrose sous-épidermique (coupe transversale; 1cm = 451m).
b : cellules parenchymateuses nécrosées (coupe longitudinale; 1em = 110pm).
¢ : nécrose des cellules du parenchyme cortical externe (coupe transversale; lem =
45um).
d :};abitus bouclés ou spiralés des nématodes (racine étalée; 1cm = 600Lm).
e : amas d'ceufs (racine étalée; lem = 45Um).
f : ponte d'eeufs dans une cellule parenchymateuse (coupe transversale; lcm = 451m).

Abréviations ::
n = nématode; € = ceufs; ps = point de pénétration,
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Planche 7 : Histologie de racines de bananier Poyo parasitées par H. multicinctus.
a : nécrose sous-épidermique (coupe transversale; 1cm = 45um).
b : cellules parenchymateuses nécrosées (coupe longitudinale; 1cm = 110pm).
401 : nécrose des cellules du parenchyme cortical externe (coupe transversale; lcm =
Spm).
d : habitus bouclés ou spiralés des nématodes (racine étalée; lecm = 600pum).
¢ : amas d'ceufs (racine étalée; lcm = 45um).
f ; ponte d'ceufs dans une cellule parenchymateuse (coupe transversale; Icm = 451m).

Abréviations :
n = nématode; e = ceufs; ps = point de pénétration.

Planche 7
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Planche 8 : Histologie de racines de bananier Poyo (a-b) et Gros Michel (c) parasitées par H.
multicinctus.
a : nécrose parenchymateuse avec épaississement et pigmentation des parois cellulaires
- (coupe transversale; lcm = 45um). V '
b : pigmentation uniforme des cellules nécrosées (coupe longitudinale; 1cm = 10yLm).
¢ : globules et vacuoles intracytoplasmiques (coupe longitudinale; 1cm = 451m).

Abréviations :
g = globules.
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Planche 8 : Histologie de racines de bananier Poyo (a-b) et Gros Michel (c) parasitées par H.
multicincrus.
a : nécrose parenchymateuse avec épaississement et pigmentation des parois cellulaires
(coupe transversale; 1cm = 45pum).
b : pigmentation uniforme des cellules nécrosées (coupe longitudinale; 1cm = 10pm).
c : globules et vacuoles intracytoplasmiques (coupe longitudinale; 1em = 45im).

Abréviations :
g = globules.

Planche 8
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Planche 9 : Histologie de racines de bananier Poyo (a-f) et Gros Michel (g) parasitées par H.
pararobustus.
a : localisation superficielle du nématode et nécrose sous-épidermique (coupe
transversale; lcm = 45um).
2 5 nécrose ouverte située en dessous du point de pénétration (coupe transversale; lem =

ptm).

¢ : habitus droit du nématode paralléle a 'axe de la racine (racine étalée; lem = 250um).
d : habitus bouclé du nématode (racine étalée; 1cm = 110pum).
e : écrasement des tissus de la nécrose (coupe transversale; 1em = 45um).
f : ponte €parse des ceufs (racine étalée; 1cm = 250um).
g : méles parasitant une racine (racine étalée; lem = 110um).

Abréviations :
¢ = cylindre central; n = nématode; e = ceufs; sp = spicules; ps = point de pénétration.
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Planche 9 : Histologie de racines de bananier Poyo (a-f) et Gros Michel (g) parasitées par H.
pararobustus.
a : localisation superficielle du nématode et nécrose sous-épidermique (coupe
transversale; Icm = 45{m).
b : nécrose ouverte sitmée en dessous du point de pénétration (coupe transversale; lem =
45um).
¢ : habitus droit du nématode paralléle 2 Y'axe de la racine (racine étal€e; Iem = 250pm).
d : habitus bouclé du nématode (racine étalée; 1cm = 110pm).
e : écrasement des tssus de la nécrose (coupe transversale; Iem = 45[1m).
f : ponte éparse des ceufs (racine éualée; lcm = 250(m).
g : méles parasitant une racine (racine étalée; lem = 110pm).

Abréviations :
¢ = cylindre central; n = nématode; e = ceufs; sp = spicules; ps = point de pénétration.

Planche 9
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Planche 10 : Histologie d'une racine de bananier Poyo parasitée par R. similis et abritant un
champignon dans le cylindre central (coupe transversale; 1cm = 45um).

Abréviations :
icp = parenchyme cortical interne; en = endoderme; xv = vaisseaux du xyléme; n =
nématode; f = champignon.
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Planche 10 : Histologie d'une racine de bananier Poyo parasitée par R. similis et abritant un
champignon dans le cylindre central (coupe transversale; 1cm = 45um).

Abréviations :
icp = parenchyme cortical interne; en = endoderme; xv = vaisseaux du xyléme; n =
nématode; f = champignon.

Planche 10
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REACTIONS PHYSIO-PATHOLOGIQUES
DES VARIETES POYO ET GROS MICHEL

Deux types d'effets des nématodes sur la physiologie de la plante ont ét€ évalués : d'une
part les effets décelables a distance des tissus racinaires atteints, d'autre part les effets directs
sur la physiologie racinaire li€ée aux mécanismes de défense de la plante.

Pour I'évaluation du premier type d'effets, nous avons mesuré l'incidence des nématodes sur la
physiologie foliaire, en prenant comme marqueurs les pigments photosynthétiques
(chlorophylies et caroténes), et les éléments minéraux et organiques. Nous avons vu dans
l'introduction que les nématodes réduisaient, sur de nombreuses plantes, la fixation du CO,, et
que cette réduction allait de pair, selon les cas, avec une déficience chlorophyllienne, ainsi
qu'avec une altération de l'assimilation minérale (elle-méme a relier avec un stress hydrique).
Pour I'évaluation du second type d'effets, nous avons mesuré l'incidence des nématodes sur
quelques réactions métaboliques racinaires, mises en place par la plante pour lutter contre
l'infestation, en prenant comme marqueurs I'hormone AIA (acide indol-3 acétique), les
composés phénoliques totaux, et des activités enzymatiques connues pour leur intervention, ou
leur disparition selon 1'enzyme, dans les mécanismes de nécrose des tissus parasités. Certains
de ces métabolites ont été dépistés histologiquement par coloration spécifique.

Ces évaluations ont ét€ faites pour chacun des trois nématodes, en fonction des niveaux
des populations infestantes (nombre de nématodes intraracinaires par plant), et en relation avec
le type de variété.

1. LES PIGMENTS PHOTOSYNTHETIQUES

En regle générale, la concentration en chlorophylles a et b des feuilles de rang 1T est
supérieure dans la variété Gros Michel (Fig. 22). La concentration en caroténes totaux est
identique dans les deux variétés. Les proportions des deux chlorophylles sont restées stables et
€égales en moyenne a 74% pour la chlorophylle a et 26% pour la chlorophylle b, quelle que soit
la variété, avec ou sans nématode. Mais nous voyons que la concentration chiorophyllienne
peut varier d'une expérience & l'autre, certainement en fonction des conditions d'ensoleillement.
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Sur des plants infestés par R. similis, la concentration en chlorophylles a et b aurait tendance 2
augmenter chez la variété Gros Michel. Chez cette variété, la concentration chlorophyllienne
diminue au-dessus d'un niveau d'infestation de 5000 nématodes. Quant aux caroténes totaux,
leur concentration n'est pas modifiée, mise a part 'influence des fortes populations sur la
variété Gros Michel.

H. multicinctus et H. parardbusms n'ont induit aucune modification des concentrations
en chlofophyl]es et caroténes.

Nous constatons que le métabolisme photosynthétique des feuilles ne parait guére altéré
par les nématodes, malgré de fortes populations infestantes. Il peut méme étre stimulé en
réponse & une pression parasitaire exercée par R. similis (chez la variété Gros Michel). Quoi
qu'il en soit, les voies terminales de synthése des chlorophylles ne sont jamais déséquilibrées,
les proportions entre les divers pigments demeurant constantes.

2. LA COMPOSITION MINERALE ET ORGANIQUE FOLIAIRE

2.1. Composition minérale des feuilles

Sur les bananiers non infestés, il nous est apparu que les concentrations en éléments
minéraux étaient variables d'une expérience & l'autre (Fig. 23), sans doute en raison de
I'influence des éléments minéraux contenus dans 1'amendement. Les niveaux de concentration
ne sont donc pas comparables entre les deux variétés, et seule est possible I'étude de I'évolution
des concentrations en fonction des niveaux d'infestation de nématodes sur chaque variété.

L'analyse statistique (test de rang de Kruskal-Wallis) a révél€ que si R. similis induit
une diminution en phosphate et potassium sur la variété Poyo, leurs concentrations ont tendance
a4 augmenter sur la variété Gros Michel, jusqu'a un seuil de populations infestantes au-dessus
desquelles elles chutent brutalement. H. pararobustus aurait tendance a induire l'effet inverse
sur la variété Poyo. En revanche, il est sans influence sur la variété Gros Michel. H.
multicinctus ne perturbe pas les concentrations de ces deux €éléments.
R. similis diminue la concentration calcique sur la variété Gros Michel. Cet élément ne varie pas
sous l'influence d'H. multicinctus et d'H. pararobustus.
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Figure 22 : influence des nématodes sur les concentrations des pigments photosynthétiques
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Figure 23 : influence des nématodes sur la composition minérale des feuilles des bananiers :
e Poyo o Gros Michel
(P : phosphate K : potassium Ca:calcium Mg : magnésium)
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Enfin, ni R. similis ni H. pararobustus ne perturbent la concentration foliaire en magnésium des
deux variétés. Par contre, H. multicinctus freine I'absorption de cet élément sur la variété Poyo;
il est sans effet sur la variété Gros Michel.

L'analyse des tests de régression a montré que si les concentrations en phosphate et
potassium évoluent différemment sous l'influence de chacun des trois nématodes, elles
évoluent dans le méme sens sur chaque variété, c'est-a-dire que les rapports des concentrations
sont constants. Il existerait donc une balance P/K qui se maintiendrait quel que soit le
nématode.

2.2. Composition des feuilles en éléments organiques

Quel que soit le nématode inoculé, la composition en carbone et azote des feuilles évolue
identiquement sur les deux variétés (Fig. 24). Il n'y a donc pas d'effet variétal. L'analyse
statistique ne permet pas d'identifier d'effet marquant des nématodes. Il semblerait tout de
méme que de faibles populations soient stimulantes, et qu'inversement les plus fortes réduisent
les concentrations.

3. L'ACIDE INDOL-3 ACETIQUE ET SES DERIVES

Dans ce type de parasitisme (nématodes 2 1ésions), I'AIA et ses dérivés sont considérés
comme des marqueurs de l'activité rhizogéne. L'analyse colorimétrique des substances
racinaires & noyau indol, l'acide indol-3 acétique (AIA) et ses dérivés, a montré (Fig. 25),
qu'en l'absence de nématodes, ces composés sont plus concentrés dans la variété Poyo que
dans la variété Gros Michel.

Chez la variété Poyo infestée par R. similis, la concentration en indols reste constante
quel que soit le niveau de la population de nématodes. Sur la variété Gros Michel, cette
concentration a tendance & augmenter avec le niveau d'infestation, jusqu'a un seuil (environ
6500 nématodes/plant) au-dessus duquel la concentration en indols chute.

Dans le cas d'H. multicinctus, plus le niveau de population est élevé, plus la
concentration en indols baisse dans les racines des bananiers Poyo. Au contraire, sur la variété
Gros Michel, nous avons mesuré une augmentation de la concentration en indols, limitée
cependant pour les plus fortes populations (> 1500 nématodes par plant).
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Figure 24 : influence des nématodes sur la composition en matiére organique des feuilles des
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Figure 25 : influence des nématodes sur la concentration racinaire en indols des vari€tés :
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Enfin, une faible infestation par H. pararobustus induit une diminution de la
concentration hormonale. Mais I'augmentation de la population stimule la production de
substances indoliques sur les deux variétés. Cependant, de trop fortes populations inversent la
situation sur Gros Michel. N'ayant pas obtenu des niveaux de populations aussi élevés sur
Poyo que sur Gros Michel, nous ne savons pas quelle influence auraient eu les fortes
populations sur Poyo.

Le métabolisme de 1'AIA et de ses dérivés, dont l'intensité differe d'une variété é.
l'autre, est donc perturbé par chaque nématode de maniére spécifique. Sur la variété Poyo, il est
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peu modifié avec R. similis; il est stimulé par H. pararobustus, et affaibli par H. multicinctus.
Bien que le métabolisme indolique soit moins intense chez la variété Gros Michel en 1'absence
de parasite, il s'avere plus actif apfés infestation. Mais cette activité peut étre brisée lorsque le
parasitisme s'intensifie sous l'effet de fortes populations. On ne constate pas ce phénomene sur
Poyo.

4. LES PHENOLS RACINAIRES

L'analyse colorimétrique des substances phénoliques racinaires a montré (Fig. 26),
qu'en I'absence de nématodes, ces composés sont moins concentrés dans la variété Poyo que
dans la variété Gros Michel.

Pour R. similis, nous avons noté une fluctuation de la concentration des phénols sur
Poyo, dont le niveau moyen demeure constant. Sur la variété Gros Michel, cette concentration
est peu sensible 2 l'accroissement des populations, sauf pour des pressions parasitaires élevées
qui provoquent son augmentation.

La population d'H. multicinctus ne modifie pas la concentration en phénols sur Poyo,
alors que cette concentration croit dans les racines de la variété Gros Michel avec 1'abondance
des parasites. Les concentrations sont dans ce cas trés différentes entre les deux variétés.

Quant & H. pararobustus, il semble que ce nématode n'entraine pas de modification de la
concentration phénolique chez la variété Poyo. S'il entraine une diminution de la concentration
chez la variété Gros Michel, celle-ci reste indépendante du niveau d'infestation.

Le métabolisme des phénols est donc li€ a la fois a la variété et au nématode. La
concentration en phénols sur la variété Poyo est invariable quelle que soit l'identité du nématode
et son abondance dans les racines. Par contre, sur la variété Gros Michel, les trois nématodes
agissent différemment : la concentration phénolique diminue avec H. pararobustus, mais sans
intervention de la pression parasitaire, alors qu'elle augmente sensiblement avec H.
multicinctus, et dans le cas de fortes infestations en R. similis.

L'étude histo-chimique, par coloration au bichromate de potassium, a révél€ la présence
de plusieurs cellules, colorées en rouge-brun, dans le cylindre central des racines de bananier
Poyo (P1. 11a). Quelques rares cellules colorées sont également détectées dans la zone interne
du parenchyme cortical (P1.11b). Dans le cylindre central, certaines d'entre elles sont apprimées
aux vaisseaux du xyléme (Pl.11c). D'aprés Beckman et Mueller (1970), les phénols sont
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compartimentés en éléments globulaires autour de la vacuole, sur sa face interne. Ces éléments
s'agrégent et forment une couche continue tapissant la cavité vacuolaire (P1. 11d).

Figure 26 : influence des nématodes sur la concentration racinaire en phénols totaux des variétés
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Sur la variété Gros Michel, on a observé exactement les mémes types de cellules, mais elles
sont beaucoup plus nombreuses, a la fois dans le cylindre central et dans la zone interne du
parenchyme cortical (Pl. 12a).

A la suite d'une infestation de bananiers Poyo par R. similis, hormis la coloration brune
des tissus nécrosés, nous n'avons décelé aucune pigmentation nouvelle ni dans le cortex (Pl
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12b), ni dans le cylindre central, méme si celui-ci est infesté (Pl. 12c). Par contre, dans les
racines de la variété Gros Michel, nous avons observé, dans les cellules voisines des nécroses,
des globules de méme couleur que les cellules pigmentées (P1. 12d).

Apres infestation par H. multicinctus des racines de bananier Poyo, apparaissent de
grosses cellules colorées a la périphérie du parenchyme médullaire, de part et d'autre des pdles
ligneux (Pl. 13a), ainsi qu'a proximité des lésions superficielles dans la zone externe du
parenchyme cortical (PL. 13b). Les mémes observations ont été faites sur la variété Gros Michel

Par contre, aucune modification n'a ét€ décelée apres infestation par H. pararobustus.

S. ACTIVITES ENZYMATIQUES RACINAIRES

Parmi les activités enzymatiques que nous avons mesurées (peroxydases, polyphénol
oxydases et phénylalanine/tyrosine ammonia-lyases), seules les polyphénol oxydases ont fait
l'objet de travaux sur bananier. Cependant, ces études n'ont concerné que les tissus pulpaires
des fruits. La maturation des bananes s'accompagne généralement d'une modification du
métabolisme des phénols en relation avec celle des polyphénol oxydases (Jayaraman &
Ramanuja, 1987). Griffiths (1959) fut le premier & détecter et identifier les polyphénol
oxydases dans les bananes. Sa technique fut améliorée ensuite par Palmer (1963), et Galeazzi et
al. (1981) donnérent les caractéristiques physico-chimiques de ces enzymes. Ensuite, parmi les
peroxydases, seule 'activité AIA oxydase dans les racines de bananier a fait I'objet d'une étude
par Mace (1967).

11 nous a donc fallu standardiser les techniques de dosage enzymatique, mises au point
sur d'autres tissus ou d'autres végétaux, et les adapter aux racines du bananier. Vu le nombre
d'échantillons 2 doser, et vu le but de I'expérimentation, consistant & comparer ces échantillons,
nous avons opté pour un dosage sur extrait racinaire brut. Les techniques de dosage des
activités enzymatiques sont décrites dans le chapitre "Matériel et Méthodes".

5.1. Détermination des conditions optimales d'activité

a) Linéarité en fonction du temps (Fig. 27)

Aprés une activité exponentielle pendant les 30 premiéres secondes, l'activité
peroxydase PO n'est linéaire que pendant 1 minute. L'activité O-diphénol oxydase (polyphénol
oxydase PPO) n'est linaire que pendant la premiére minute. Enfin, les formations d'acide
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cinnamique et d'acide coumarique (activités lyases PAL et TAL) sont linéaires pendant plus de

3 heures.
Figure 27 : évolution des activités enzymatiques en fonction du temps.
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b) Effets du pH (Fig. 28)

L'activité PO est maximale entre les pH 5 et 5,5 et elle est plus importante dans le
tampon cacodylate 0,1M que dans le tampon citrate 0,1M. Dans la gamme des pH testés, les
"PPO sont plus actives dans le tampon cacodylate 0,1M que dans le tampon phosphate 0,2M
mais ce dernier indique que le maximum d'activité est atteint au-dessus d'un pH 7,5, L'activité
PAL est trés supérieure dans le tampon borate 0,1M que dans le tampon Tris HCI1 0,1M et son
maximum se situe entre les pH 8,5 et 9. L'activité TAL est maximale dans le tampon borate
0,IM a pH 9.

c¢) Evaluation du volume d'extrait racinaire a doser (Fig. 29)

L'activité PO est linéaire jusqu'a un volume de 200ul. L'activité PPO est linéaire au
moins jusqu'a un volume de 250ul. L'activité PAL est linéaire jusqu'a un volume de 350pL '
Enfin, l'activité TAL est linéaire au moins jusqu'a un volume de 500}l
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Figure 28 : évolution des activités enzymatiques en fonction du tampon et du pH.
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d) Evaluation de la concentration en substrat

Pour les 4 enzymes étudiés, nous n'avons pas atteint les vitesses maximales des
réactions enzymatiques, et cela malgré de fortes concentrations en substrat (Fig. 30). Dans le
cas de la TAL, la tyrosine est insoluble pour des molarités supérieures 2 10uM a 40°C,
température d'incubation; il est donc inutile de tester des concentrations plus fortes de ce
substrat.

Nous nous sommes donc fixés aux concentrations maximales employées, le but étant de
comparer des activités selon un protocole standardisé. Pour ce faire, nous avons affecté l'indice
100 aux activités enzymatiques enregistrées sur les échantillons provenant des bananiers Poyo
non infestés, et exprimé les activités enregistrées sur les autres échantillons par rapport a cet
indice.
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Figure 29 : évolution des activités enzymatiques en fonction du volume d'extrait racinaire.
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e) conditions adoptées pour les dosages de routine
Ces travaux préliminaires nous ont permis de fixer les conditions de dosages pour les

études comparatives de routine. Ces conditions sont :

Enzymes  Temps . Tampon Volume d'extrait  Substrat et
d'incubation Molarité et pH racinaire brut  concentration
PO Imn  Cacodylate 0,IM - pH 5,3 50ul Gaiacol 80mM
H202 0,75%
PPO Imn  Cacodylate 0,IM - pH 7,6 100ul L-Dopa 40mM
PAL 90mn Borate 0,1M - pH 8,7 200ul L-Phe 50mM
TAL 90mn Borate 0,IM -pH 9 300pl L-Tyr 10mM
Résultats
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Figure 30 : cinétique des activités enzymatiques en fonction des concentrations en substrat.
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5.2. Les activités peroxydase (Fig. 31)

Sur bananiers indemnes de nématodes, nous avons constaté que l'activité PO est
toujours plus élevée sur Gros Michel que sur Poyo.

Quand les bananiers sont infestés par R. similis, on observe un accroissement d'activité
enzymatique sur la variété Gros Michel, alors qu'elle reste assez stable sur la variété Poyo.
Mais pour les plus fortes populations, l'activité PO est plus faible sur Gros Michel.

Dans le cas d'une infestation par H. multicinctus, ce nématode provoque une
augmentation de l'activité PO sur les deux variétés, mais l'accroissement de la population
intraracinaire n'apporte pas de modification d'activité.

Quant a H. pararobustus, de faibles populations entrainent une augmentation d'activité
enzymatique. Mais, aprés 'augmentation de I'infestation, cette activité enzymatique a tendance
a se stabiliser sur les deux variétés, sans différences entre elles.

Donc, les faibles populations de nématodes ont tendance a stimuler l'activité PO, tandis
que les fortes populations ont des effets divers : cette activité, insensible & H. multicinctus et H.
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pararobustus sur les deux variétés, évolue différemment sous l'influence de R. similis : peu
variable sur Poyo, elle croit sur Gros Michel, avec une baisse possible face & une pression
parasitaire élevée.

Figure 31 : influence des nématodes sur les activités peroxydase racinaires des variétés :
e Poyo © Gros Michel
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L'étude histo-chimique des peroxydases ne nous a fourni aucun résultat satisfaisant car
le procédé utilisé (coloration a la benzidine) ne nous a pas permis de déceler d'activité dans les
tissus frais.
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5.3. Les activités polyphénol oxydase
L'activité PPO mesurée dans les racines des bananiers non infestés est faible dans la
variété Gros Michel (Fig. 32).

Figure 32 : influence des nématodes sur les activités polyphénol oxydase racinaires des variétés
e Poyo o Gros Michel
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Aprés infestation par R. similis, cette activité enzymatique croit légérement avec le
niveau d'infestation sur les deux variétés. Mais, pour les plus fortes populations parasitaires,
on constate une baisse d'activité qui débute plus t6t dans le cas de la variété Poyo.
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L'infestation par H. multicinctus entraine une augmentation d'activité PPO sur les deux
variétés. Mais des inoculum plus forts provoquent une chute d'activité, plus importante sur la
variété Gros Michel que sur la variété Poyo.

Enfin, 'évolution de l'activité PPO est identique sur les deux variétés aprés une
infestation par H. pararobustus : une faible population parasite est stimulante, mais son
accroissement induit une baisse d'activité.

1l s'avere donc que, quelle que soit I'espéce de nématode, sa présence stimule I'activité de la
PPO. Mais, l'augmentation des populations infestantes s'accompagne toujours d'une
diminution d'activité, excepté dans le cas de R. similis.

L'étude histo-chimique, par coloration 2 la dopamine, a montré la présence d'une

activité dans les cellules corticales des racines de bananier Poyo (Pl. 14a), par pigmentation du
cytoplasme repoussé a la périphérie de la cellule (Pl. 14b). Cette coloration concerne
essentiellement la zone médiane lacunaire et la zone interne du parenchyme cortical (Pl. 14¢). A
l'inverse, aucune pigmentation n'a été révélée dans les tissus racinaires de la variété Gros
Michel.
Apres infestation de bananiers Poyo par les trois nématodes, les parois des cellules voisines des
nécroses sont, a l'intérieur, tapissées d'une couche noire qui correspond au cytoplasme
pigmenté (PL. 15 a, b & c¢). Sur la variété Gros Michel, I'introduction des nématodes n'entraine
pas de pigmentation nouvelle (Pl. 15d).

5.4. Les activités phénylalanine et tyrosine ammonia-lyases

Si l'activité PAL (Fig. 33A) est identique sur les deux variéiés, celle de la TAL (Fig.
33B) est le plus souvent inférieure sur la variété Gros Michel.

Les deux activités augmentent légérement en présence de R. similis, mais

l'accroissement de la population infestante n'entraine aucune modification; cela est vrai sur les
deux variétés.
Avec H. multicinctus, on constate une réponse différente des deux types de lyases : l'activité
PAL reste constante sur les deux variétés. L'activité TAL diminue légérement chez Poyo et
augmente chez Gros Michel en présence du nématode mais ne dépend pas de la taille de la
population infestante.
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Figure 33 : influence des nématodes sur les activités phénylalanine ammonia-lyase (A) et
tyrosine ammonia-lyase (B) racinaires des variéts :
e Poyo o Gros Michel
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Donc, il y aurait modification de ces activités lyase en présence des nématodes, mais
elles ne seraient pas sensibles & 'augmentation des populations.
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6. LA LIGNIFICATION DES TISSUS

La révélation des lignines 2 la safranine (en rose-rouge) et des celluloses au fast green
(en vert) nous a permis de faire les observations suivantes. Dans le cas d'une infestation par R.
similis, aucune lignification des tissus n'est décelée sur les racines de la variété Poyo (Pl. 16a),
alors qu'une coloration rosée des parois cellulaires est perceptible au niveau des cellules
voisines des lésions, sur les racines de la variété Gros Michel (Pl. 16b).
Aprés infestation par H. multicinctus et H. pararobustus de bananiers Poyo ou Gros Michel, les
parois des cellules environnant la zone d'infestation se colorent en rose, indiquant la
lignification de ces tissus (Pl. 16 ¢ & d).

7. SYNTHESE

7.1. Les marqueurs foliaires

Les pigments photosynthétiques et les éléments minéraux et organiques traduisent 1'état
de la plante pour un parasitisme donné (type de nématode et abondance). On s'attendrait
d'ailleurs 2 ce que les métabolismes qui les concernent soient ralentis par les nématodes. Or la
plupart d'entre-eux sont au contraire inchangés voire méme stimulés, peut-€tre activés pour
pallier l'effet des nématodes. La légére stimulation de la concentration chlorophyllienne des
feuilles en est un exemple. Elle ne peut constituer un marqueur de I'effet des nématodes sur les
variétés de bananier. A moins que, comme l'avancent Swain et Prasad (1988, 1989) avec le
modele riz-Meloidogyne graminicola, elle n'indique, dans le cas de la variété Gros Michel
attaquée par R. similis, une activité métabolique de compensation et ne contribue 2 la tolérance
ou tout au moins & une meilleure défense de cette variété. En ce qui concerne la composition
minérale des feuilles, les concentrations mesurées sont voisines de celles habituellement
attribuées au bananier (Moreira et al., 1986), excepté pour le phosphate trouvé plus concentré et
le calcium plus dilué sur les vitro-plants. Martin-Prével (1980) a souligné, dans une syntheése
sur la nutrition minérale du bananier, I'importance de la nutrition potassique. Il semble que seul
R. similis perturbe 'absorption de cet élément. De plus, sur bananier, la nutrition magnésienne
dépend de la fertilisation potassique; elle pourrait donc étre compromise par R. similis. Celui-ci
pourrait également influer sur la réponse a la fertilisation phosphatée et agir sur l'absorption
calcique.
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Veerannah er al. (1976), qui avaient travaillé sur des bananiers "apparemment” indemnes ou
infestés par des populations de nématodes en mélange, avaient mesuré une augmentation en
phosphate et en potassium, une diminution en magnésium et une stabilité en calcium, sous
Y'effet des quatre nématodes prépondérants. Nous voyons que ces évolutions dépendent du type
de nématode, et de la variété de bananier.

La composition en éléments organiques des feuilles est équivalente entre les deux
variétés et les nématodes n'ont pas eu d'effet significatif sur leur évolution. Il semble tout de
méme que la plante réponde au parasitisme par un accroissement de la concentration carbonée et
azotée limité par les plus fortes populations.

7.2. Les marqueurs racinaires des réactions de défense

Nous avons étudié 'AIA et ses dérivés, les phénols et certains enzymes du métabolisme
secondaire. Présents dans la plante indemne, ces composés sont souvent impliqués dans les
mécanismes de défense des plantes. Leur expression va dépendre du nématode infestant et de la
variété qu'il parasite. De ce point de vue, ces facteurs seraient des caractéres adaptatifs.

Il apparait que le nématode R. similis est stimulateur de la plupart des activités
enzymatiques €tudiées sur les deux variétés, mais que pour des populations élevées, cette
tendance peut étre inversée. C'est le cas des peroxydases sur Gros Michel ou des polyphénol
oxydases sur Poyo et Gros Michel.

11 est difficile, pour chaque nématode, de distinguer les variétés par rapport aux activités
des deux lyases.

Par contre, une distinction apparait entre les variétés au niveau de l'activité des
peroxydases et des polyphénol oxydases. Si les faibles populations des trois nématodes
stimulent ces deux activités enzymatiques, 1'accroissement de la pression parasitaire n'a pas du
tout les mémes effets. Alors que 1'activité peroxydasique n'est pas affectée par H. multicinctus
et H. pararobustus, ces nématodes inhibent I'activité des polyphénol oxydases chez les deux
variét€s. Pour ce qui concerne R. similis, les activités peroxydase (toujours supérieure sur Gros
Michel) et polyphénol oxydase (toujours supérieure sur Poyo) peuvent étre un critére de
différenciation des variétés par rapport  leur degré de compatibilité a ce nématode.

Reste a comprendre comment tous ces éléments évoluent l'un par rapport @ l'autre, et
comment les nématodes interviennent sur ce puzzle. Partant des données précédentes, nous
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allons tenter d'avancer un ou plusieurs schémas de régulation métabolique par l'analyse des
régressions possibles entre les diverses variables mesurées.
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Planche 11 : Localisation des phénols dans les racines non parasitées de bananier Poyo.
a : cellules a phénols situées dans le cylindre central (coupe longitudinale; 1cm = 45um).
b : cellules & phénols situées dans le cylindre central et dans le parenchyme cortical
interne (coupe transversale; 1cm = 45um).
c : cellule 2 phénols apprimée aux vaisseaux du xyléme (coupe longitudinale; 1cm =
45um).
d : idem (coupe longitudinale; 1cm = 10pm).

Abréviations :
icp = parenchyme cortical interne; ¢ = cylindre central; en = endoderme; Xv = vaisseaux
du xyleéme; sx = xyléme scalariforme; nu = noyau; phc = cellule & phénols.
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Planche 11 : Localisation des phénols dans les racines non parasitées de bananier Poyo.
a : cellules & phénols situées dans le cylindre central (coupe longitudinale; lcm = 45um).
b : cellules & phénols situées dans le cylindre central et dans le parenchyme cortical
interne (coupe transversale; lcm = 45um).
¢ : cellule a phénols apprimée aux vaisseaux du xyléme (coupe longitudinale; lecm =
451um).
d : idem (coupe longitudinale; 1cm = 10tm).

Abréviations :
icp = parenchyme cortical interne; ¢ = cylindre central; en = endoderme; xv = vaisseaux
du xyléme; sx = xyléme scalariforme; nu = noyau; phc = cellule & phénols.

Planche 11
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Planche 12 : Localisation des phénols dans les racines de bananiers.
a : cellules & phénols situées dans le cylindre central et dans le parenchyme cortical
Znstem&; d'une racine non parasitée de bananier Gros Michel (coupe transversale; lem =

Km).

b ! nécrose du parenchyme cottical d'une racine de bananier Poyo parasitée par R.
similis (coupe longitudinale; 1cm = 45um).
¢ : nécrose du cylindre central d'une racine de bananier Poyo parasitée par R. similis
(coupe transversale; 1em = 45um),
d : nécrose du parenchyme cortical et globules phénoliques dans une racine de bananier
Gros Michel parasitée par R. similis (coupe transversale; lom = 45um).

Abréviations :

ecp = parenchyme cortical externe; i¢p = parenchyme cortical interne; mp = parenchyme
médullaire; xv = vaisseaux du xyléme; n = nématode; e = ceufs; g = globules; phe =
cellule & phénols.
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Planche 12 : Localisation des phénols dans les racines de bananiers.
a : cellules A phénols situées dans le cylindre central et dans le parenchyme cortical
interne d'une racine non parasitée de bananier Gros Michel (coupe transversale; lcm =
45um).
b : nécrose du parenchyme cortical d'une racine de bananier Poyo parasitée par R.
similis (coupe longitudinale; Jcm = 45um).
¢ : nécrose du cylindre central d'une racine de bananier Poyo parasitée par R. similis
(coupe transversale; Icm = 45um).
d : nécrose du parenchyme cortical et globules phénoliques dans une racine de bananier
Gros Miche) parasitée par R. similis (coupe transversale; lem = 45um).

Abréviations :

ecp = parenchyme cortical externe; icp = parenchyme cortical inteme; mp = parenchyme
médullaire; xv = vaisseaux du xyléme; n = nématode; e = ccufs; g = globules; phc =
cellule & phénols.

“Planche 12
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Planche 13 : Localisation des phénols dans les racines de bananiers Poyo parasitées par H.
multicinctus. '
a : cellules a phénols situées dans le cylindre central (coupe transversale; 1cm = 45pm).
b : nécroses et cellules & phénols situées dans le parenchyme cortical externe (coupe
transversale; lcm = 110pm).

Abréviations ‘:
ecp = parenchyme cortical externe; icp = parenchyme cortical interne; mp = parenchyme
médullaire; phc = cellule & phénols.
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Planche 13 : Localisation des phénols dans les racines de bananiers Poyo parasitées par H.
multicinctus.
a : cellules A phénols situées dans le cylindre central (coupe transversale; lcm = 45m).
b : nécroses et cellules & phénols situées dans le parenchyme cortical externe (coupe
transversale; 1cm = 110pm).

Abréviations :

ecp = parenchyme cortical externe; icp = parenchyme cortical interne; mp = parenchyme
médullaire; phc = cellule & phénols.

Planche 13
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Planche 14 : Localisation des polyphénol oxydases dans les racines non parasitées de bananier
Poyo.
a ; pigmentation cytoplasmique des cellules du parenchyme cortical (coupe longitudinale;
lcm = 45um).
b : pigmentation cytoplasmique d'une cellule parenchymateuse (coupe longitudinale;
lcm = 10pm).
¢ : pigmentation des parenchymes corticaux lacunaire et interne (coupe longitudinale;
lcm = 45um).

Abréviations :
ecp = parenchyme cortical externe; lcp = parenchyme cortical lacunaire; nu = noyau.
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Planche 14 : Localisation des polyphénol oxydases dans les racines non parasitées de bananier
Poyo.
a : pigmentation cytoplasmique des cellules du parenchyme cortical (coupe longitudinale;
lcm = 45m).
b : pigmentation cytoplasmique d'une cellule parenchymateuse (coupe longitudinale;
Icm = 10pm).
¢ : pigmentation des parenchymes corticaux lacunaire et interne (coupe longitudinale;
lem = 45um).

Abréviations :
ecp = parenchyme cortical externe; Icp = parenchyme cortical lacunaire; nu = noyau.

Planche 14
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Planche 15 : Localisation des polyphénol oxydases dans les racines parasitées de bananiers.
a : pigmentation cytoplasmique du parenchyme cortical d'une racine de bananier Poyo
parasitée par R. similis (coupe transversale; lem = 45um).
b: plgmentatlon cytoplasmique du parenchyme cortical d'une racine de bananier Poyo
paras1tee par H. multicinctus (coupe transversale; lcm = 45um).
¢ : pigmentation cytoplasmique du parenchyme cortical d'une racine de bananier Poyo
parasitée par H. pararobustus (coupe transversale; 1cm = 45um).
d : pigmentation cytoplasmique du parenchyme cortical d'une racine de bananier Gros
Michel parasitée par H. multicinctus (coupe longitudinale; 1cm = 110um).

Abréviations :
cyt = cytoplasme; n = nématode.
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Planche 15 : Localisation des polyphénol oxydases dans les racines parasitées de bananiers.
a : pigmentation cytoplasmique du parenchyme cortical d'une racine de bananier Poyo
parasitée par R. similis (coupe transversale; 1cm = 45um).
b : pigmentation cytoplasmique du parenchyme cortical d'une racine de bananier Poyo
parasitée par H. multicinctus (coupe transversale; lcm = 45)m).
c : pigmentation cytoplasmique du parenchyme cortical d'une racine de bananier Poyo
parasitée par H. pararobustus (coupe transversale; lcm = 45um).
d : pigmentation cytoplasmique du parenchyme cortical d'une racine de bananier Gros
Michel parasitée par H. mulricinctus (coupe longitudinale; lcm = 110um).

Abréviations :
cyt = cytoplasme; n = nématode.

Planche 15
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Planche 16 : Lignification des tissus racinaires parasités.

a : lésion d'une racine de bananier Poyo parasitée par R. similis (coupe transversale;
lem = 45um).

b : lésion et nécrose d'une racine de bananier Gros Michel parasitée par R. similis
(coupe transversale; 1cm = 45um).

¢ : nécrose d'une racine de bananier Poyo parasitée par H. multicinctus (coupe
transversale; lecm = 45um).

d : nécrose d'une racine de bananier Poyo parasitée par H. pararobustus (coupe
transversale; lcm = 45um).

Abréviations :
n = nématode; Iw = parois lignifiées.

Résultats
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Planche 16 : Lignification des tissus racinaires parasités.
a : lésion d'une racine de bananier Poyo parasitée par R. similis (coupe transversale;
lem = 45um).
b : Iésion et nécrose d'une racine de bananier Gros Michel parasitée par R. similis
(coupe transversale; lcm = 451m).
¢ : nécrose d'une racine de bananier Poyo parasitée par H. multicinctus (coupe

transversale; 1cm = 45um).
d : nécrose d'une racine de bananier Poyo parasitée par H. pararobusius (coupe

transversale; lcm = 45m).

Abréviations : .
n = nématode; Iw = parois lignifi€es.

Planche 16
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ESSAI D'INTERPRETATION DES
INTERACTIONS METABOLIQUES

A ce stade de 1'étude, il est nécessaire de faire deux rappels essentiels. Tout d'abord,
toutes les activités enzymatiques ont ét€ mesurées sur des extraits racinaires bruts. Cela veut
dire que ces activités correspondent a des groupés d'enzymes a modes d'action voisins, en
mélange dans les échantillons. On ne peut donc que soupgonner les types de réactions qu'elles
régulent, sans pouvoir établir de conclusion péremptoire. En second lieu, les concentrations
mesurées de produits tels que 'AIA et ses dérivés (indols totaux) et les phénols totaux, sont le
reflet du niveau du flux de ces €léments dans les racines, & un instant précis et pour une
population infestante donnée. L'évolution, positive ou négative, de ces éléments traduit
'activité globale de leur métabolisme.

En l'absence de toute infestation par les nématodes, et compte tenu des réactions

~ chimiques qui interférent au niveau du métabolisme phénolique, il est possible d'interpréter les
. différences entre les deux variété€s de la maniére suivante (Fig. 34).

Dans les deux variétés, il y a un métabolisme phénolique actif, dépendant des activités PAL et
TAL. Qualitativement, ce métabolisme est identique sur les deux variétés, mais
quantitativement, des voies métaboliques sont plus intenses dans 1'une ou l'autre des variétés.
Sur la variété Poyo, la plus sensible des deux, c'est l'activité PPO qui prédomine : la voie des
phénols serait piutdt déviée vers une oxydation des monophénols en polyphénols. Dans la
variété Gros Michel, cette activité est faible, et I'activité PO plus forte. La voie des phénols
serait donc déviée autrement (lignification 7). Tout ceci pourrait expliquer, entre autres, la
hausse de la concentration d'AIA et de ses dérivés chez la variété Poyo, par inhibition de I'ATA
oxydase par les polyphénols, et au contraire par une baisse de cette concentration sur la variété
Gros Michel, I'absence de polyphénols levant l'inhibition.

Nous avons essayé, en fonction de la variété, d'interpréter les évolutions des facteurs
physiologiques qui interviennent dans le métabolisme secondaire par 1'analyse statistique. Pour
ce faire, nous avons attribué l'indice 100 aux données enregistrées sur les bananiers non
infestés, et rapporté a cet indice celles enregistrées sur les bananiers infestés.
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Figure 34 : hypotheses des voies privilégiées du métabolisme phénolique sur les variétés :

POYO GROS MICHEL
Tryptophane  Tyrosine Phénylalanine |{Tryptophane Tyrosine Phénylalanine
Acide p-coumarique Acide p-coumarique
AIA MONOPHENOLS AlA MONOPHENOLS
g
@ == Zmm POLYPHENOLS LIGNINES ?
=
S
a INDOLACETALDEHYDE

Nous avons établi toutes les corrélations possibles (en mode linéaire) entre les diverses
variables mesurées, et déterminé 1a signification de la corrélation & l'aide du test de Fisher. Il est
alors apparu trois groupes de variables : les variables évolutives significativement corrélées
_ (coefficient de corrélation r # 0 et probabilité p < 0,05), les variables évolutives indépendantes
(r =0 et p > 0,05), et les variables non évolutives totalement indépendantes (r = 0, p > 0,05 et
pente de la droite de régression a = 0).

1. RADOPHOLUS SIMILIS

Sur la variété Poyo, l'activité PPO augmente mais elle est totalement indépendante des
autres activités enzymatiques ou de 1'évolution des concentrations en indols et phénols (a = 0).
Bien que la concentration racinaire en indols soit significativement corrélée a celle des phénols
(r = 0,9; p = 0,049), leurs concentrations respectives ne varient pas. Les activités PAL et TAL
sont accrues mais indépendamment du reste. On détecte aussi une synergie phénols-PO (r =
0,96; p = 0,023) bien que cette enzyme ne soit pas activée.
Sur Gros Michel, les activités synergiques (r = 0,98; p = 0,011) PAL et TAL sont stimulées,
ainsi que l'activité PO qui évoluerait & I'inverse de la concentration en phénols (r = 0,97; p =
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0,015; a = -8,1). Sur cette variété, I'évolution de la concentration en indols est indépendante de
toutes les autres variables.

Compte tenu des résultats décrits dans le chapitre précédent, ce sont les activités PO et
PPO qui déterminent les différences de réaction des deux variétés vis & vis de R. similis.
Sur Poyo (Fig.35), I'activité PPO naturelle est augmentée par le parasitisme. Selon le schéma
précédent, on peut supposer qu'une activation de la voie des polyphénols est initiée & la fois au
niveau de la phénylalanine et de la tyrosine (activités PAL et TAL augmentées). La synergie des
flux en indols et phénols pourrait traduire 1'action inhibitrice des polyphénols sur 'AIA
oxydase, elle-méme de structure peroxydasique, d'ol la synergie phénols-PO.

Figure 35 : hypothéses des voies métaboliques activées par R. similis sur les variétés :

POYO GROS MICHEL
Tryptophane Phénylalanine Tyrosine Tryptophane Tyrosine Phénylalanine
Acide p-coumarique Acide p-coumarique
MONOPHENOLS AIA MONOPHENOLS

PO —{ po)

== POLYPHENOLS _—3 LIGNINES ?

Inlubﬁton

INDOLACETALDEHYDE

Les voies de synthese activées par le nématode apparaissent en gras.

Sur la variété Gros Michel, les deux lyases évoluent en synergie et leurs activités sont
accrues. Les deux voies de synthése des phénols sont donc activées par R. similis. Par ailleurs,
l'indépendance totale du métabolisme hormonal et l'augmentation (méme faible) de la
concentration en indols indiquent un fonctionnement du métabolisme hormonal, mais qui n'est
sujet & aucune régulation provenant du métabolisme des phénols. L'activité PO et la
concentration en phénols évoluent de facon inverse. Selon le schéma précédent, et compte-tenu
de la faible activité polyphénol oxydasique, la voie des polyphénols ne serait pas sollicitée (Fig.
35). Le flux des phénols, d'abord constant, puis renforcé par de fortes populations de
nématodes, concernerait le métabolisme monophénolique, avec intervention accrue des
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peroxydases. Les monophénols n'agiraient donc pas sur I'AIA oxydase, ou trés faiblement s'ils
participent rapidement a la lignification des tissus.

Notons que tous ces phénomeénes seraient mis en place dés le début de l'infestation par
R. similis. Tout se passe donc comme si R. similis accentuait les métabolismes phénoliques
existant chez les variétés indemnes de nématodes.

2. HELICOTYLENCHUS MULTICINCTUS

Sur la variété Poyo, la seule synergie concernerait l'activité TAL et la concentration en
indols (r = 0,93; p = 0,033). Toutes deux diminuent 2 la suite d'une infestation par H.
multicinctus. L'activité PAL reste constante. Les activités PO et PPO sont passagérement
stimulées, puis se maintiennent, et la synthése des phénols reste constante.

Sur la variété Gros Michel, les quantités d'indols et de phénols augmentent. Mais

aucune synergie n'est décelable.
Compte tenu de ces observations, H. multicinctus ne modifierait pas trés significativement les
métabolismes des deux variétés (Fig.36). Il faut cependant distinguer la stimulation passagere
des activités PPO dans la variété Poyo et PO dans la variété Gros Michel qui traduit plus une
réaction 2 la présence des nématodes qu'une réaction au développement des populations. On
notera aussi, dans la variété Gros Michel, I'augmentation des phénols que nous avions
observée histologiquement par une multiplication des cellules & phénols dans le cylindre central,
et surtout autour des nécroses superficielles : cela se manifestait par 'apparition de vacuoles
dans ces cellules. L'augmentation de I'activité PO et de la concentration phénolique traduit donc
une réaction de défense, comme avec R. similis. A l'inverse, les étapes initiales de la synthése
des phénols a partir de la tyrosine et de la phénylalanine ne sont pas stimulées par H.
multicinctus.

Enfin, un nouveau phénomeéne apparait : il s'agit de la perte d'activité TAL qui va de
pair avec la dégradation de I'AIA sur la variété Poyo. Y-aurait-il un lien entre la synthése d'AIA
et le métabolisme de la tyrosine ? On sait que I'hydroxylation de la tyrosine conduit a la
dihydroxyphénylalanine, elle-méme oxydée par la tyrosinase en dopaquinone, précurseur
indolique. Cette voie de synthese de 'AIA pourrait exister chez le bananier et &tre perturbée par
H. multicinctus.
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3. HOPLOLAIMUS PARAROBUSTUS

H. pararobustus induit un accroissement de la concentration indolique et une hausse
d'activité PPO sur Poyo; mais cette derniére est passagere. Sur Gros Michel, sa présence
stimule l'activité PO qui ne varie pas avec l'augmentation des populations. Notons que la
synthése des phénols n'est perturbée sur aucune des deux variétés, les activités PAL et TAL
restant inchangées. Toutes les modifications sont indépendantes 'une de l'autre.

Avec H. pararobustus, il n'y a donc pas de modification majeure et durable du métabolisme
phénolique. ‘

4. SYNTHESE

Il faut bien avoir a l'esprit que les voies métaboliques étudiées sont présentes de maniere
identique chez les deux variétés. Mais leur expression en terme d'activité est plus ou moins
accentuée selon la variété : le métabolisme phénolique emprunterait plutdt la voie des
polyphénols chez la variété Poyo, alors que cette voie serait moins sollicitée chez la variété Gros
Michel.

Tous les facteurs étudiés sont donc présents dans les deux variétés mais n'apparaissent pas en
quantité équivalente. L'origine des différences entre les variétés et entre les effets de chaque
nématode dépend du niveau d'activité des enzymes de régulation.

Le premiére groupe d'enzymes concerne les lyases dont l'activité est accrue seulement
par R. similis. Ces enzymes sont responsables de la synthese des phénols, davantage stimulée
sur la variété Gros Michel que sur la variété Poyo. Ceci est d'ailleurs confirmé par I'apparition
de globules phénoliques dans les cellules parenchymateuses des racines de Gros Michel.

Les lyases mises & part, H. multicinctus active aussi la synthése des phénols, phénoméne
confirmé par l'apparition de cellules contenant des vacuoles & phénols autour des nécroses
superficielles.

Le second ensemble est représenté par le couple PPO/PO. Ces deux groupes d'enzymes
coexistent toujours chez les deux variétés. Selon les travaux menés par Roy (1981), Giebel
(1982) et Premachandran et Dasgupta (1983c), nous pourrions attribuer la compatibilité des
plants & une activité accrue des PPO favorisant la synthése de polyphénols. Ceci serait renforcé
par leur action inhibitrice sur la dégradation de I'AIA. Ces phénomenes sont compatibles avec
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I'hypothése avancée dans le cas de la variété Poyo parasitée par R. similis. Une moindre
compatibilité se manifeste avec la variété Gros Michel infestée par R. similis : il y a alors
intervention d'une activité accrue des peroxydases. Il faut tout de méme noter que les faibles
populations d'H. multicinctus et H. pararobustus induiraient une réaction passageére de la plante
(compatibilité chez la variété Poyo et incompatibilité chez la variété Gros Michel).

En conclusion, nous constatons que le métabolisme secondaire des deux variétés n'est
pas modifié par H. pararobustus. Des perturbations sont provoquées par H. multicinctus mais
elles sont plus li€es 2 la présence du nématode qu'a sa multiplication. La variété Gros Michel
réagirait davantage aux 1ésions faites mécaniquement par le nématode qu'aux dégéts induits par
des relations nutritionnelles. Par contre, le métabolisme secondaire de chacune des variétés est
accentué par R. similis, c'est-a-dire que la variété Poyo ne peut contrecarrer l'effet du
nématode, alors que la variété Gros Michel renforce son mécanisme de défense.
L'incompatibilité du bananier vis a vis des nématodes est donc liée a la variété mais aussi a
I'espece parasite.

Le caractére d'incompatibilité a R. similis est adaptatif puisque ce nématode l'amplifie.
Mais il est aussi spécifique d'une espéce puisque seul ce nématode le déclenche. Cette
spécificité peut provenir soit de la biologie des nématodes liée a la topographie histologique des
tissus parasités (les cellules a phénols sont situées essentiellement dans la zone interne du
parenchyme cortical atteint par R. similis seul) soit d'une relation nutritionnelle entre le bananier
et le nématode liée au cortége de substances digestives produites par le parasite.
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EFFETS DE LA PHYSIOLOGIE DE LA
PLANTE SUR LE PARASITISME

Si les nématodes sont connus pour les dégits qu'ils causent aux plantes, et les études

précédentes en sont une illustration, il ne faut pas exclure pour autant l'existence d'une relation
de type symétrique, en ce sens que le développement du nématode dépend aussi du régime
physiologique de la plante et de son état, eux-mémes influencés par son environnement agro-
climatique.
Clest un de ces effets que nous avons tenté de décrire, afin de déterminer comment un état
donné de la plante pouvait influencer des nématodes différents. Pour ce faire, nous avons eu
recours a l'ablation totale du systeme foliaire de certains rejets d'un méme bananier, suivi, ou
non, par l'application d'une hormone, le 2,4-D, normalement utilisée comme herbicide.

L'expérimentation s'est déroulée en bananeraie sur un terrain sableux (Tab. 24) de la
station de 'ORSTOM d'Adiopodoumé en Cote d'Ivoire.

Tableau 18 : analyse physico-chimique du sol de la station ORSTOM d'Adiopodoumé (Céte

d'Ivoire).

% Argiles 0-2 pm 9,8

. % Limons 2-20 pm 2,1
% Limons 20-50 um 3,3
% Sables 50-200 pm 23,1
% Sables 200-2000 pm 60,1

% H20 1

% Matiére organique 1,9
pH H20 4,7

pH KCl 3,9

% C 1,1
% N 0,06

C/N 18,3

Compte tenu de 'agencement des générations successives des rejets d'un bananier (cf. §
"Matériel et Méthodes"), deux mois aprés la plantation de souches infestées de la variété Poyo,
le plus grand des rejets de premiere génération (1Y) apparus autour de chaque souche ou pied-
mere (PM) a été retenu comme pied fructifere; ses fréres ont ét€ coupés a la base de leur
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pseudo-tronc (1Y), éliminant ainsi tout leur syst¢me foliaire, mais sans toucher a l'apex
terminal. Cette ablation a été entretenue mensuellement pour empécher la repousse du cceur. Il
en a été de méme apres la sortie des rejets de deuxiéme génération (2Y) autour du rejet 1Y
sélectionné. Sur d'autres bananiers, en plus de I'ablation des feuilles, nous avons appliqué sur
la section une pite de paraffine contenant une dose herbicide de 3.10-3M d'acide 2,4
dichlorophénoxyacétique (2,4-D), qui empéche la repousse du cceur des rejets coupés (Wright,
1959).

Précisons que le sol ne contenait au départ aucun des nématodes parasites majeurs du
bananier. Ceux-ci ont donc été apportés avec les bulbes.

Quel que soit I'organe considéré, il n'est apparu aucune différence significative sur la
densité racinaire de chaque organe (Fig. 36A) ou sur la section des racines (Fig. 36B). Ces
deux facteurs sont restés presque constants au cours du temps, n'indiquant par I1a aucune
influence climatique ou physiologique du bananier, excepté I'influence de la coupe du fruit
(correspondant a I'ablation du bourgeon floral terminal) sur la section racinaire. Dans le cas de
la densité racinaire, cela suggere que 1'émission racinaire et le développement des bulbes, avant
la coupe, croissent linéairement. Il est cependant apparu que sur les rejets de premiere
génération 1Y@, la défoliation, suivie ou pas par l'application du 2,4-D, ralentissait I'émission
racinaire. |
On en a donc déduit que le systéme racinaire primaire global du bananier n'est pas modifi€ par
I'élimination du systéme foliaire, ou par sa substitution au moyen d'une substance hormonale.

1. INCIDENCES DE LA DEFOLIATION DES REJETS

1.1. Sur le développement des populations de R. similis (Fig. 37)

De fagon générale, les taux d'infestations augmentent avec les émissions successives
d'organes, quels que soient le traitement et le tissu considéré (racines ou rhizome).

A la plantation, R. similis était absent dans le sol; il a donc été apporté par le cortex des
pieds-méeres (PM). Or, dans ce tissu, deux mois plus tard, au moment de l'ablation des feuilles
des rejets, seuls quelques individus ont été décelés. La population y est restée trés faible, et est
demeurée inchangée apres la défoliation des rejets fils (1Y@). Par contre, dans les racines du
PM nouvellement formées, on a observé une trés faible multiplication qui n'a pas été affectée
par l'ablation des feuilles sur les 1Y@.
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Chez les rejets de premiére génération (1Y), la défoliation a provoqué une prolifération
du parasite dans le rhizome des rejets maintenus intacts, alors qu'il a eu l'effet contraire dans les
racines. Chez les rejets recépés, la multiplication dans les racines était pratiquement la méme
que chez les rejets intacts, alors qu'elle était trés inférieure dans le rhizome.

Chez les rejets de deuxiéme génération (2Y), I'ablation des feuilles n'a en aucune action
sur les populations des parasites dans les racines des rejets demeurés intacts. Par contre, chez
les rejets défoliés, le développement du nématode a été fortement diminué. Dans le rhizome, on
peut faire la méme constatation sur les rejets intacts, avec cependant un niveau sensiblement
plus élevé dans le cas d'un bananier recépé. Mais, 2 la différence de ce qui se passait 2 la
génération précédente, la multiplication du parasite était fortement stimulée chez les rejets
défoliés.

Il est clair que les effets de cette ablation foliaire sur le développement des populations de R.
similis sont tres différents d'une gé€nération d'organes a l'autre.

Remarquons enfin que, quel que soit le tissu parasité, ces effets n'ont pas toujours €té
immédiats. De plus nous observons, sur les rejets 1Y et 2Y, que les courbes de développement
cumulé des populations de nématodes suivent une fonction sigmoide dont les changements de
pente coincident & peu pres avec la floraison et 1a récolte du fruit du rejet 1Y sélectionné; ce qui
veut dire que le taux de croissance de la population globale de R. similis croit en période de
préfloraison du rejet, se stabilise pendant la période de floraison et de maturation du fruit, et,
enfin, baisse apres la récolte.

1.2. Sur le développement des populations d'H. multicinctus (Fig. 38A)

De fagon générale, les taux d'infestations diminuaient avec les générations successives
d'organes.

A la plantation, H. multicinctus était absent dans le sol; il a donc ét€ apporté avec les
souches de plantation. En cours de végétation, nous avons mesuré une forte pullulation des
parasites dans les racines des PM apres ablation foliaire sur les rejets 1Y. '

L'augmentation, due a la défoliation, des niveaux de population dans les racines des
rejets 1Y et 2Y intacts, appréciable chez les rejets 1Y, devenait nulle chez les rejets 2Y. Mais,
dans les racines des rejets défoli€s, les populations atteignaient un niveau important chez les
rejets 1Y, et plus élevé encore chez les rejets ZYQ.
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2. INCIDENCES DE LA SUBSTITUTION HORMONALE DES FEUILLES

2.1. Sur le développement des populations de R. similis (Fig. 39)

Chez le PM d'un bananier recépé, 1'hormone n'a eu aucune incidence sur le
développement de R. similis, qui est resté trés faible, tant dans les racines que dans le rhizome.

Chez les rejets 1Y maintenus intacts, elle diminuait sensiblement la population dans les
deux types de tissus. Par contre, la population proliférait aussi bien dans les racines que dans le
rhizome des rejets hormonés.

Chez les rejets 2Y maintenus intacts, la population racinaire €tait plus faible pour un
bananier hormoné, tandis qu'elle restait inchangée dans le rhizome. D'autre part, l'infestation
des racines des rejets hormonés était rétablie, et celle du rhizome fortement stimulée.

2.2. Sur le développement des populations d'H. multicinctus (Fig. 38B)

Ces populations proliféraient davantage sur les organes des bananiers traités, mais sans
différence entre les rejets intacts ou hormonés. Remarquons que cette prolifération n'est
apparue qu'aprés un temps de latence qui augmente avec les générations successives de la
plante.

3. SYNTHESE

Nous avons vu que le 'systémc racinaire, dans la rhizosphére proximale aux rhizomes,
n'avait subi aucune modification notoire aprés 1'ablation du systeme foliaire des rejets 1Y et 2Y
surnuméraires, ou de leur hormonage. Or, nous constatons que les populations de nématodes
ont réagi différemment par rapport & une évolution unique du systéme racinaire. Dans ce cas, le
développement des populations n'est plus exclusivement li€ a la quantité de tissus (racines ou
rhizomes) susceptibles d'étre parasités, mais aussi, selon l'espeéce de nématode considérée, 2 la
sensibilité de ces tissus, en relation avec l'activité physiologique des organes du bananier
auxquels ils appartiennent.

On remarque que les taux d'infestation de R. similis croissent avec les générations
successives des organes, c'est a dire avec le degré de juvénilité des tissus. D'autre part, les
populations diminuent dans les organes en voie de disparition : elles sont trés faibles au niveau
de la souche et chutent dans les rejets défoli€s rattachés a la souche. Le cas des rejets de
seconde génération est différent, car ils sont toujours en relation avec le rejet fils conservé
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vivant, i partir duquel ils puisent leurs ressources (Teisson, 1970); c'est pourquoi R. similis
s'y développe malgré I'ablation des feuilles. Dans le méme sens, ce nématode se multiplie
abondamment sur les rejets conservés, d'autant plus que leur croissance est stimulée par la
défoliation des rejets fréres.

Par ailleurs, I'évolution des populations de R. similis est liée aux stades végétatifs du bananier.
Le mécanisme de la floraison commence par la montée de la fleur dans le pseudo-tronc du rejet
maintenu, depuis son rhizome; il y a arrét d'émission racinaire pendant cette période. Cela
confirme que R. similis est dépendant de la physiologie racinaire, elle méme liée 2 la
physiologie épigée de la plante. La récolte du fruit, qui correspond a 1'ablation du bourgeon
floral du bananier, s'accompagne toujours d'un dépérissement du pied fructifere, dépérissement
renforcé par le recépage immédiat de ce rejet : ceci se traduit alors par une baisse des
populations de R. similis.

Par contre, I'hormonage maintient une activité physiologique des rhizomes des rejets traités
malgré l'interruption de croissance de ces rejets, et favorise alors le développement de R.
similis.

Quant & H. multicinctus, il semble se comporter en fonction du développement de R.
_similis. Nous savons que R. similis est trés inféodé au bananier, alors qu'H. multicinctus
. posséde une gamme d'hotes plus étendue. Nous voyons que R. similis est trés sensible a la
vigueur physiologique des tissus qu'il parasite. Dans ces conditions, le parasitisme d'H.
multicinctus apparait comme secondaire par rapport a celui de R. similis, A savoir qu'il s'installe
et se développe partout ol les foyers de R. similis s'éteignent, et inversement : les niveaux
d'infestation diminuent avec les générations successives d'organes, les populations se
développent sur les organes dépérissants, et I'hormonage des rejets ne modifie pas leur
évolution. Donc, si R. similis semble "choisir sa cible", H. multicinctus colonise
indifféremment tout tissu végétal, 2 condition qu'il ne soit pas en compétition avec R, similis.

Bien que les nématodes soient doués de mobilité et que, par conséquent, ils puissent se
déplacer & distance de rejets en rejets, notre interprétation de 1'évolution géographique des
populations de nématodes (Fig. 40 & 41) s'appuie sur le fait que tous les organes sont parasités
au fur et & mesure de leur apparition, et que le développement des foyers est alors sous la
dépendance de 1'activité physiologique de l'organe qui les abrite.

Quelques travaux ont abordé 1'effet de la défoliation des plantes sur les populations de
nématodes. Certains concernent les études d'impact de prairies sur les nématodes libres du sol
(Smolik & Dodd, 1983; Ingham & Detling, 1984). Au sujet des nématodes phytoparasites, la
défoliation de 1'hdte (Triantaphyllou, 1960), ainsi que la suppression de la source carbonée en
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culture monoxénique (McClure & Viglierchio, 1966), masculinisent les larves de Meloidogyne
sp. De méme, Cadet et al. (1975) ont remarqué que la défoliation de plants de riz induisait une
masculinisation des juvéniles d'Heterodera oryzae. Outre cet effet sur la différenciation sexuelle
des stades juvéniles des nématodes, la défoliation peut aussi avoir une incidence sur le
développement embryonnaire du parasite, en augmentant par exemple le pourcentage de
diapause d'ceufs de Meloidogyne incognita (De Guiran, 1980).

Nous confirmons donc l'impact d'un tel traitement sur la biologie des nématodes. Mais
si les auteurs précédents suggérent l'intervention du métabolisme glucidique sur la qualité
d'hote des plantes parasitées, notre étude montre que d'autres interventions, comme celle du
métabolisme hormonal, sont possibles, et peuvent étre une composante de la sensibilité du
bananier aux nématodes.

Résultats 202



Figure 36 : évolution de la densité racinaire (A) et de la section des racines (B) sur des
bananiers dont le systéme foliaire des rejets surnuméraires est :
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Figure 37 : évolutions cumulées des populations de R. similis dans les racines (A) et dans le
rhizome (B) des organes :

m d'un bananier dont les rejets surnuméraires sont intacts.
A intacts d'un bananier dont les rejets surnuméraires ont été défoliés.
o défoli€s.
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Figure 38 :

évolutions cumulées des populations d'H. multicinctus apres défoliation simple (A)
ou défoliation suivie d'un hormonage (B) dans les racines des organes :

m d'un bananier dont les rejets surnuméraires sont intacts.
A intacts d'un bananier dont les rejets surnuméraires ont été défoliés.

0 défoliés.

A

B

180

[+.3
(=]
(o]

300

CUMUL DES NEMATODES EXTRAITS DES RACINES (/g

600
1Y
300
L i - - L.
600,
2y 2Y
300
- 3
Recépage Floraison Récolte Recépage Floraison Récolte
_— 1 1 1 L ] 1 1 ol . 1 1 1 ] i i 1 | I 1 N
M A M J ] A S O N D M A M J J A S O N D
MOIS MOIS '
Résuliats

205




Figure 39 : évolutions cumulées des populations de R. similis dans les racines (A) et dans le
rhizome (B) des organes :
m d'un bananier dont les rejets surnuméraires sont intacts.

A intacts d'un bananier dont les rejets surnuméraires ont été défoliés et hormonés.
o défoliés et hormonés.

A B
40

PM PM

(/2

[uiy
[ ]
S

——

sooL
1Y

-
[o=]
[en)
]

1200

CUMUL DES NEMATODES EXTRAITS

800

400

Recépage Floraison Récolte Recépage Floraison Récolte

L L A Il

M A M T T A S O N DM A M T I A S 6N D
MOIS MOIS

Résultats 206



Figure 40 : interprétation de I'évolution des foyers d'infestation sur les bananiers aprés
défoliation des rejets :

Radopholus similis Helicotylenchus multicinctus
" (racines et thyzomes)

O Foyers Ven extinction ‘ou en développement
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Figure 41 : interprétation de I'évolution des foyers d'infestation sur bananiers aprés I'ablation
des feuilles et 'hormonage des rejets.

R&‘&&’g‘{,ﬁﬂ yzgf'ﬁ"e‘ssls Helit.'otylen(i:zazctl,}'mg fmlticinctus
Apres plantation :

O Foyers v::n extinction ‘m en développement
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SYNTHESE &« REFLEXIONS







Les objectifs que nous poursuivions étaient doubles : obtenir du matériel de plantation
indemne de nématodes et constituer un systéme expérimental. Le premier ayant été atteint, se
posait rapidement la question de savoir quels avantages les vitro-plants de bananiers sensibles
allaient apporter 2 la culture bananiére. Car, si ce résultat met un terme 2 l'utilisation de souches
ou de rejets infestés (essentiellement par R. similis), il ne résout pas le probleme de
I'assainissement des sols. Actuellement, deux techniques de lutte sont pratiquées. L'une
concerne le traitement chimique des sols, I'autre 1a lutte culturale. Avec la premiére technique,
le contrdle des populations n'est pas total. Comme il agit sur toutes les espéces en présence, les
résidus d'inoculum aprés traitement restent polyspécifiques, et, par la suite, les populations
retrouvent leur ancien équilibre. Avec la seconde technique, actuellement représentée par la
jachére et la submersion (quand celle-ci est réalisable bien siir), le contrdle des populations est
beaucoup plus profond, voire total pour certaines especes telle que R. similis. Il ne l'est
malheureusement pas pour toutes, ce qui a pour effet de déséquilibrer le pool parasitaire en
faveur d'espéces plus secondaires, comme H. multicinctus et H. pararobustus, dont 1'impact
peut alors prendre de 'importance (en I'absence de R. similis comme en Israél, H. multicinctus
représente la principale cause de pertes de rendements [Minz et al., 1960]). D'ou la nécessité

_dapprécier l'incidence de ces nématodes sur les vitro-plants de bananiers.

1. LES RELATIONS PLANTE-NEMATODE - SYSTEME IN VITRO

I1 a d'abord fallu résoudre le probléme des contraintes du systéme d'élevage in vitro, &
savoir établir des conditions d'élevage des nématodes adaptées & la culture des vitro-plants.
Ceci a consisté en un sevrage hormonal total, en une diminution de la concentration en hydrates
de carbone, et la mise & l'obscurité du systéme racinaire, ce qui n'a affecté ni la croissance
ultérieure des plants en serre (conformité morphologique des plants), ni leurs caractéristiques
végétatives et productives au champ. |
Cependant, ces conditions de culture in vitro, bien qu'améliorées, n'ont pas été favorables 2
toutes les especes, car si l'on a obtenu une forte multiplication de R. similis, H. multicinctus et
H. pararobustus ne se sont pas développés. Ce résultat représente la premi¢re différence de
comportement entre les espéces, par rapport aux conditions d'élevage. Il indique que les trois
nématodes étudiés n'ont pas les mémes exigences quant au milieu. Ensuite, alors que ces
especes sont toutes considérées comme endoparasites sur bananier, les rares H. multicinctus et
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H. pararobustus qui ont survécu se sont comportés comme des ectoparasites, attitude qu'ils ont
sur les autres cultures. Cette caractéristique observée in vitro peut expliquer, par rapport aux
conditions d'élevage, leur inaptitude A se multiplier. A I'inverse, la croissance démographique
de R. similis est si intense que l'affaiblissement des plants est foudroyant. La trop grande
fragilité des plants, qui masque l'évolution progressive des dégits, empéche toute comparaison
entre variétés.

Un autre aspect devrait étre pris en compte. II s'agit de la qualité d'hdte des plantuies in vitro.
En effet, rien ne nous permet actuellement de nous assurer d'une part de la conformité
génétique des plantules par rapport aux pieds meres, d'autre part de I'expression de toutes les
composantes de la résistance dans ces plantules. Les travaux menés par Pool et Irizarry (1985)
sur la variété Grande Naine indiquent que les mutations génétiques atteignent 5 & 19% des
plants. Malheureusement, ces distorsions ne sont visibles que sur des plants ayant acquis une
conformation adulte. Mais, sans aller jusqu'a la mutation de caracteres, les différences
morphologiques existant entre les plantules in vitro (stade juvénile avec feuilles lancéolées et
chevelu racinaire) et les plants transférés au champ (stade adulte avec feuilles élargies et racines
radiales) traduisent des différences physiologiques. Le passage d'un stade a 'autre pourrait
s'accompagner de l'acquisition de fonctions nouvelles, susceptibles d'interférer avec
I'expression de la résistance ou de la sensibilité vis a vis des parasites. Serait-ce le cas pour ce
qui concerne le métabolisme phénolique des pousses, aucune coloration des nécroses
superficielles n'étant visible in vitro ? A moins qu'elle ne soit due in vivo a d'autres parasites ?
Ce fait nouveau nous a conduit a vérifier le role joué par les nématodes dans I'établissement des
nécroses superficielles par 1'étude de leur contenu en nématodes et champignons.

Toutes ces observations (trop grande sensibilité des plantules, standardisation des tests
impossibles a cause des biologies différentes entre les nématodes) et ces craintes
(méconnaissance du matériel végétal servant a tester le degré de résistance in vitro) ne
permettent pas l'étude du comportement variétal du bananier en conditions monoxéniques. Il
serait donc malavisé d'adopter le systéme in vitro pour le criblage précoce des variétés de
bananier. Ceci peut étre considéré comme une recommandation vis a vis des améliorateurs.
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2. PARTICIPATION DES NEMATODES DANS LES NECROSES
RACINAIRES

L'inventaire des nématodes et des champignons dans les nécroses racinaires prélevées

sur des bananiers in situ, a révélé que I'environnement li€ au type de sol n'influengait pas le
contenu nématologique et cryptogamique de ces nécroses.
Parmi les associations nématodes-champignons, celles composées de R. similis et Fusarium
oxysporum sont les plus nombreuses. Mais, quelle que soit la structure polyspécifique des
communautés de nématodes, les nécroses superficielles abritent majoritairement R. similis seul.
Quand nématodes et champignons sont inoculés in vitro sur des pousses de bananier Poyo, il
s'avére que les dégits causés par R. similis sont supérieurs & ceux causés par F. oxysporum.
Bien sfir, I'inoculation des deux parasites induit un affaiblissement rapide des pousses.

Ces deux expériences montrent bien l'effet pathogéne de R. similis seul.

3. LES RELATIONS PLANTE-NEMATODE - SYSTEME IN VIVO

A ce stade de 1'étude, nous avons introduit la composante variétale, par comparaison de -
deux variétés triploides AAA dérivant de la méme espéce sauvage Musa acuminata mais
appartenant a deux sous-groupes botaniques différents, a savoir la variété Poyo du sous-groupe
Cavendish, et la variété Gros Michel du sous-groupe portant leé méme nom. Mais, outre leurs
similitudes phylogéniques, ces deux variétés sont connues pour leur différence de qualité
d'hote & R. similis, la variété Gros Michel étant moins sensible que la vari€té Poyo.

Deux voies de recherche ont été suivies. La premiére a consisté A identifier le caractére
parasite et pathogéne des trois nématodes R. similis, H. multicinctus et H. pararobustus, par (i)
I'étude de 'évolution des populations de chacun des trois nématodes, (ii) I'étude de l'incidence
des nématodes sur la croissance végétative du bananier, (iii) I'étude de l'incidence des
nématodes sur deux fonctions du métabolisme primaire de la plante (absorption minérale et
organique, et photosynthése). La seconde s'est adressée au métabolisme secondaire en réaction
au parasitisme, par des études histo et physiopathologiques racinaires. |
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3.1. Evolution des populations et dégits racinaires

Le bilan des observations peut se résumer ainsi :

a) R. similis : )

Sa pénétration est plus lente et salmultiplication moins importante sur la variété Gros
Michel. En cas de trop fortes populations, celles-ci peuvent ne pas se développer sur Poyo a
cause d'un affaiblissement excessif de la plante, mais se multiplier sur Gros Michel,
provoquant une rupture de la résistance. Le cycle du parasite est totalement endoracinaire. Mais
la migration du nématode, continue et rectiligne dans les racines de la variété Poyo (pontes en
chapelets), semble freinée dans celles de la variété Gros Michel (habitus bouclés et individus
dispersés). La structure démographique des populations est essentiellement de sexe femelle, ce
qui est en accord avec le caractere quasi parthénogénétique de ce nématode (Brooks & Perry,
1962). Le type de variété n'influe pas sur cette structure, mais modifie la situation
géographique des divers stades, entre sol et racines. Sur la variét€ Poyo, R. similis provoque
des Iésions sur toute 1'épaisseur du parenchyme cortical et atteind le cylindre central. Les tissus
1ésés se nécrosent A leur périphérie. Sur la variété Gros Michel, il reste confiné dans la
parenchyme cortical, les lésions étant cernées de nécroses moins diffuses, elles-mémes
entourées de cellules hypertrophiées. Les cellules nécrosées renferment des globules brunitres.

b) H. multicinctus :

Sa pénétration et sa multiplication sont faibles mais identiques sur les deux variétés. Le
cycle du parasite est 2 la fois intraracinaire et tellurique. La migration racinaire discontinue du
nématode (habitus bouclés et pontes en amas) et la structure démographique bisexuelle sont
identiques sur les deux variétés. H. multicinctus parcourt la racine dans la zone externe du
parenchyme cortical, les nécroses étant superficielles. Les dégats sont identiques sur les deux
variétés, mais on voit apparaitre des globules et des vacuoles de couleur rouge-brun dans les
racines nécrosées de la variété Gros Michel.

c¢) H. pararobustus :

Sa pénétration est faible sur les deux variétés, sa multiplication sensiblement plus
importante sur la variété Gros Michel. Le cycle du parasite est & la fois endoracinaire et
tellurique, et sa migration racinaire continue, sans influence de la varié€té. Mais la structure
démographique est modifiée par la nature de la variété, une concentration de mailes étant
observée dans les racines de la variété Gros Michel. H. pararobustus a une situation
intraracinaire trés superficielle, juste en dessous de I'épiderme : elle peut étre rectiligne, ou
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transverse, enroulée autour de la racine, ce qui explique une ponte tres diffuse. Ce nématode
provoque des nécroses superficielles affleurant la surface racinaire. Les dégats sont identiques
sur les deux variétés.

Un rapprochement est 3 faire sur le mode de parasitisme des nématodes entre ces
observations et celles faites in vitro. Nous avons vu précédemment qu'H. multicinctus et H.
pararobustus avaient un comportement ectoparasite en élevage monoxénique. In vivo, ces deux
nématodes ont une phase endoparasite au cours de leur cycle, mais leur situation est trés
superficielle, ainsi que leurs dégits tissulaires. Donc, bien qu'ils soient définis comme
endoparasites sur bananier, il est prudent d'attribuer la phase endoracinaire de leur cycle 4 la
constitution particuliére des racines des bananiers adultes, racines qui possedent un parenchyme
cortical épais et turgescent, favorisant la pénétration totale du corps du nématode.

La biologie des trois nématodes n'est pas identique sur les deux variétés. Les
différences concernent @ la fois les modes de pénétration et de multiplication, les structures
démographiques, I'évolution géographique des parasites et les dégdts tissulaires qu'ils

induisent. Il est confirmé que les deux variéiés différent par leur sensibilité a R. similis, mais o

on ne peut en dire autant d'H. multicinctus et d’H. pararobustus qui, @ quelques critéres prés,
semblent les parasiter de maniére analogue.

3.2. Incidences sur la croissance végétative

Les dimensions et la croissance du systéme foliaire sont identiques pour les deux
variétés. Les trois nématodes n'agissent pas sur I'émission des feuilles. S'il n'a pas été
possible de détecter l'incidence d'H. multicinctus et d'H. pararobustus sur le développement
des feuilles, R. similis agiraient sur les deux composantes de la surface (longueur et largeur)
des feuilles de la variété Poyo.

Le systéme racinaire (thizome et racines) constitue un caractére variétal, la rhizosphere
étant plus développée sur la variété Gros Michel. Les nématodes agissent différemment sur le
développement racinaire, R. similis freinant I'émission des radicelles sur la variété Poyo, et la
stimulant sur la variété Gros Michel. H. multicinctus a tendance a la diminuer sur Poyo, et est
sans effet sur Gros Michel. H. pararobustus n'entraine aucune modification.

L'impact des nématodes n'est donc pas semblable sur le systéme racinaire d'une part et
foliaire d'autre part. Le développement du systéme racinaire, directement soumis a la pression
parasitaire, réagit probablement a I'infestation : il peut étre stimulé comme c'est le cas pour R.
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similis sur la variété Gros Michel, plus résistante. Mais on ne peut pas dire si c'est en réaction a
la diminution de la population infestante par la variété, ou si cela est 1ié & l'induction d'un
mécanisme de défense spécifique 2 la variété.

Par contre, I'évolution du systeme foliaire est irrémédiable. Celui-ci est révélateur de I'état de
santé de la plante, état qui empire, malgré I'accroissement du volume racinaire pour contrecarrer
l'action des nématodes.

3.3. Incidences sur le métabolisme primaire

Comme dans le cas de la croissance végétative, les perturbations de 1a photosynthese et
de l'assimilation organique vont souvent dans le sens d'une augmentation d'activité. Ceci se
traduit par un léger accroissement des concentrations en pigments photosynthétiques (supérieur
sur la variété Gros Michel) et en carbone et azote. C'est encore un exemple de réaction positive
de la plante au parasitisme.

Les effets sur I'absorption minérale sont trés divers et différent selon le nématode. On
retiendra que, excepté 1'absorption du calcium diminué par H. multicinctus sur la variété Poyo,
les Hoplolaimidae ne perturbent pas l'absorption minérale du bananier. Par contre, R. similis
diminue I'absorption en potassium et en phosphate sur Poyo, et en calcium sur Gros Michel. II
est important de constater que, quelles que soient les perturbations en P et K, la balance P/K
reste toujours constante. Ce dernier point montre que R. similis n'agit pas directement sur
I'absorption minérale, mais qu'il induit une perturbation physiologique commune, due par
exemple 2 la destruction de l'intégrité du tissu racinaire. La diminution de I'absorption calcique
sur la variété Gros Michel met en évidence le role possible de cet €lément dans les mécanismes
de défense de cette variété vis 2 vis de R. similis : certaines enzymes intervenant dans les
métabolismes de résistance sont calcium-dépendantes.

Les trois nématodes, R. similis, H. multicinctus et H. pararobustus, sont
individuellement pathogénes en terme d'impact sur la croissance végétative des bananiers. Ce
résultat est nouveau si l'on tient compte des conditions expérimentales. En effet, c’est grdce d la
micropropagation du bananier que nous avons pu obtenir des plants indemnes et étudier l'effet
des nématodes sur le bananier, avec des inoculations contrélées. D'autre part, pour R. similis et
H. multicinctus, les données agronomiques connues a ce jour concernaient essentiellement des
critéres de longueur de cycle de production et de rendement. Nous avons pu mesurer, grice a
ces conditions contrdlées et grdce @ la miniaturisation du systéme expérimental, des critéres
végétratifs plus précis. Ensuite, l'emploi de populations monospécifiques permet désormais de
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lever les doutes sur l'effet de chaque espéce, doutes liés a la polyspécificité des populations
indigénes. Enfin, ces résultats révélent pour la premicére fois l'effet pathogéne d'H.
pararobustus sur bananier. Ses dégats tissulaires avaient été succinctement décrits (Whitehead,
1959) et son importance économique reste inconnue. Si son expansion géographique avait
seule suscité l'attention (Fargette & Quénéhervé, 1988) sa nocivité est maintenant reconnue.

Ces résultats amenent deux réflexions, 1'une sur le choix des techniques de lutte
culturale, 'autre sur I'amélioration variétale.
Si les jachéres ou la submersion n'agissent que sur une ou quelques espéces, cela ne fait que
déplacer le probleéme sur les autres espéces maintenues. Quand les populations étaient soumises
a un équilibre écologique régi, entre autres, par des compétitions interspécifiques, les unes
étaient considérées comme importantes (R. similis étant le leader), les autres trés secondaires
(comme H. pararobustus), en terme d'effectifs. Le déséquilibre que pourrait entrainer I'emploi |
d'une jachere par exemple (suppression de l'espéce dominante) renverserait les effectifs et
pourrait alors renforcer 1'impact d'une espece secondaire devenue majeure. D'out l'importand‘é |
du choix de la plante dans l'émploi des jachéres. Le probléme est identique dans le cas des
submersions (Mateille et al., 1988b) qui permettent un assainissement total du sol en R. similis
mais qui n'empéche pas la survie de foyers d'H. multicinctus et d'H. pararobustus. o
Le méme probleéme se pose pour la recherche de variétés résistantes. Nous voyons que les
effets pathogenes des nématodes sont variables selon 1'espece et selon la variété. Il apparait Elii'e '
le comportement variétal vis a vis de R. similis ne s'applique pas & H. multicinctus et H.
pararobustus. Nous confirmons 1a les travaux de Pinochet et Rowe (1978) qui ont observé le
méme phénomene entre R. similis d'une part' et Pratylenchus coffeae ou Meloidogyne incognita
d'autre part. D'ol le risque de 1a sélection variétale vis a vis d'un seul nématode (I'accent est
actuellement mis sur R. similis) qui exposera la variété sélectionnée a I'agressivité d'une autre
espece, et/ou modifiera 1'équilibre des communautés de nématodes en sa défaveur.

4. DEFENSE DE LA PLANTE ET METABOLISME SECONDAIRE

Nous basant sur les travaux précédemment accomplis avec d'autres plantes et d'autres
nématodes, nous avons tenté d'identifier et de comprendre les effets de R. similis, H.

217 Synthése & Réflexions



multicinctus et H. pararobustus sur quelques fonctions métaboliques impliquées dans les
mécanismes de résistance de la plante, essentiellement en période de post-infestation. Nous
avons postulé la mise en cause du métabolisme phénolique, et nous avons essayé de le vérifier.

Dans un premier temps, nous avons pu constater que les variétés Poyo et Gros Michel
différaient par I'activité de leur métabolisme phénolique. La premiére contient moins de phénols
totaux, l'activité polyphénol oxydase (PPO) y est moins intense, I'activité peroxydase (PO)
I'est davantage. Les activités phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et tyrosine ammonia-lyase
(TAL) sont identiques dans les deux variétés. L'activité associée du métabolisme hormonal
indique une concentration moindre en indols (dont l'acide indol-3 acétique ou AIA) dans la
variété Poyo. Conformément aux relations existant entre ces divers €léments (synthése des
phénols et régulations) l'activité phénolique est donc plus importante dans la variété Gros
Michel, variété la moins sensible. Dans les deux variétés, les voies métaboliques peuvent étre
résumées ainst :

1) synthése des monophénols a partir de la tyrosine et de la phénylalanine, régulée
respectivement par la TAL et 1a PAL. A partir des monophénols,

2) synthése des polyphénols, régulée par les PPO. Ces polyphénols peuvent inhiber I'AIA
oxydase qui catabolise I'AIA.

3) ou synthese de lignines, régulée par les PO, et dégradation de I'AIA en indolacétaldéhyde.
La variété Poyo privilégie le second embranchement, alors que la variété Gros Michel privilégie
le troisi¢me.

Sur chacune des deux variétés, chaque nématode induit des modifications liées a

I'espece. Cela se traduit, avec R. similis, par un stimulation du flux phénolique couplée 2 une
activité PAL et TAL accrue sur la variété Gros Michel. Cette synthése de phénols
correspondrait a I'apparition des globules brunitres dans les cellules adjacentes aux nécroses
profondes. A cela s'ajoute une hyperactivité PO qui, pour certaines d'entre elles, pourrait
justifier une lignification des tissus et provoquerait une cicatrisation plus rapide et plus forte des
tissus abimés. Sur la variété Poyo, la suractivité PPO indique la synthése de polyphénols a
partir de monophénols. Ces polyphénols interféreraient avec le métabolisme hormonal.
La résistance partielle de la variété Gros Michel A R. similis serait due 2 une toxicité des phénols
au nématode (phénomene illustré par la mauvaise migration des parasites dans la racine), et/ou
au rétablissement plus rapide de l'intégrité€ des tissus 1ésés (phénomene illustré par la formation
des globules phénoliques autour des nécroses).
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Au contraire, H. multicinctus et H. pararobustus modifieraient peu ces interactions
métaboliques, excepté 1'apparition de phénols dans le parenchyme cortical de la variété Gros
Michel parasité par H. multicinctus.

Si la relation plante-nématode est régie par le comportement variétal (ceci est illustré
avec R. similis) elle n’en dépend pas moins de la nature de l'espéce infestante, puisque que la
- variété Gros Michel serait aussi compatible a H. multicinctus et H. pararobustus que la variété
Poyo. Les interactions qui existent entre le nématode et la plante sont donc multiples, et cela
prouve qu‘une relation nutritionnelle est mise en jeu. Les trois nématodes ne parasitent pas les
mémes tissus racinaires qui pourraient avoir des métabolismes secondaires différents, et donc
des compatibilités spécifiques. Cela peut aussi provenir d'une qualité nutritionnelle de la plante
qui ne va pas satisfaire tous les types de nématodes.

5. INFLUENCE DE LA PLANTE SUR LES NEMATODES

L'expérience d'ablation foliaire des rejets de bananiers Poyo, suivie ou non d'un

traitement hormonal, a révélé comment la plante pouvait affecter directement la reproduction de
R. similis. En effet, nous avons remarqué que si ces traitements n'affectaient pas rapidement la
croissance du systéme racinaire, ils perturbaient le développement des foyers de ce nématode.
Nous avons constaté que ces perturbations sont liées a I'activité physiologique des rejets qui les
abritent : quand ils sont affaiblis par l'ablation foliaire, les foyers s'éteignent, alors qu'ils se
maintiennent sur les rejets intacts. Ceci a ensuite été confirmé par le développement des foyers
sur les rejets défoliés mais traités par une hormone (2,4 D).
Par contre, H. multicinctus, dont 1'effectif est plus faible que celui de R. similis sur les rejets
physiologiquement actifs, se développe méme sur les rejets affaiblis par la défoliation. II s'agit
donc d'un impact nutritionnel de la plante dont 1'activité physiologique peut affecter R. similis
et pas H. multicinctus.

Ces liaisons préférentielles, entre un nématode et un tissu végétal selon son état
physiologique, montrent la symétrie de la relation hote-parasite. Ces liaisons laissent entrevoir
la complexité des rapports avec la plante, complexité renforcée par son apparente spécificité vis
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a vis de l'espéce de nématode infestante. D'ox la difficulté de rechercher une résistance
polyspécifique.
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LES PERSPECTIVES D'AVENIR

Luc et Reversat (1985) décrivaient ainsi les particularités des problémes nématologiques

tropicaux : "les raisons plus directement liées aux données du parasitisme des nématodes
tropicaux constituent des obstacles plus sérieux. Parmi ceux-ci on peut ranger I'existence des
infestations multiples (,...d") une véritable compétition entre deux espéces ou groupes
d'especes (,...et d'une) variabilité géographique des peuplements”. Dans le domaine de la
culture bananiére, Quénéhervé (1987) précisait qu™'a l'intérieur du genre Musa, (...) des
différences de comportement en terme de qualité d'hote (sensibilité, résistance, tolérance, ...)
peuvent €tre souvent observées selon le cultivar utilisé. Cette qualité d’'hote (excepté la
résistance) peut varier pour un méme cultivar placé dans des conditions d'environnement et
édaphiques différentes. Cet auteur confirmait que "la nématofaune associée au bananier (...) se
présente sous forme de communautés polyspécifiques dont la structure varie avec Ia localisation
géographique et l'environnement. A l'intérieur d'une méme espéce comme R. similis, il est
aussi possible de trouver différents pathotypes. (...) Parmi tous les aspects de la recherche
exposés, il parait essentiel que la priorité soit donnée (i) aux études physiologiques (agro-
physiologie de la plante hote, physiologie de la relation hote-nématodes; (ii) aux études
génétiques (...) visant I'amélioration des variétés résistantes ou tolérantes (...)".
Nous voyons combien une recherche sur I'amélioration variétale est difficile puisque la
résistance 4 un nématode donné ne s'étend pas A d'autres nématodes, méme s'ils ont des
comportements biologiques similaires comme R. similis et Pratylenchus coffeae (Pinochet,
1988). De plus, les réactions métaboliques des plantes vis 4 vis des nématodes migrateurs ne
sont pas aussi nettes que leurs réactions d'hypersensibilité vis & vis des nématodes sédentaires
du groupe des Heteroderidae (Meloidogyne, Heterodera et Globodera). 11 faut donc encore
approfondir l'analyse du processus de résistance.

Tout d'abord, les travaux sur le comportement variétal doivent s'étendre & I'ensemble
des variétés de bananiers, avec le souci de la qualité des critéres d'évaluation de la résistance ou
de la tolérance (ceux qui sont actuellement utilisés sont pour l'instant trés peu fiables), et
I'établissement de la fiche signalétique de chaque variété sur son degré de résistance vis 2 vis
des principaux parasites (le danger actuel vient de l'exclusivité donnée a R. similis). Des
variétés intéressantes existent; il s'agirait de préciser leurs caractéristiques. Des recherches ont
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été entreprises sur une variété diploide AA, la Pisang Jari Buaya, totalement résistante a R.
similis (Pinochet & Rowe, 1978). Une descendance a pu étre obtenue par recombinaison (cette
variété est fertile). L'un des clones a été retenu pour sa résistance A R. similis, mais il est
sensible & P. coffeae. Aucun test n'a actuellement été pratiqué sur les autres clones issus de
cette variété, clones qui, par ailleurs, présentent de bon caractéres de résistance a la
"cercosporiose jaune" (Mycosphaerella musicola). Une autre variété fait actuellement 'objet de
travaux (Sarah, communication personnelle) : il s'agit de la variété Yangambi (triploide AAA du
sous-groupe Ibota). Bien qu'elle ne soit pas totalement résistante & R. similis, elle présente le
seuil de résistance maximale observé jusqu'alors, et posséde de trés bonnes qualités vis & vis de
la "cercosporiose noire" (Mycosphaerella fijiensis). Cependant, rien n'est connu sur leur
comportement par rapport & d'autres especes de nématodes, ni sur leurs caractéres
d'incompatibilité physiologique par rapport & R. similis. Des recherches concertées devraient
aboutir & une meilleure connaissance de ces variétés.

En second lieu, la caractérisation qualitative des substances phénoliques et des enzymes
de régulation devient une nécessité. Notre étude s'est limitée 2 des classes de produits (phénols
totaux par exemple). Il est important de connaitre la nature des substances mises en cause dans
la résistance, ce qui permettrait d'établir une relation entre le polymorphisme phénolique et
enzymatique des bananiers et leur caractere de résistance. Ceci reviendrait 3 découvrir des
marqueurs de la résistance. Cette recherche pourrait étre favorisée par les connaissances déja
acquises sur l'organisation génétique dans le genre Musa (Horry, 1989) par analyse
chimiotaxonomique du polymorphisme phénolique et enzymatique. D'ores et déja, cette étude
indique un écart prononcé entre les profils flavoniques des variétés Poyo et Gros Michel : le
sous-groupe Cavendish, auquel appartient la premiére, présentant un niveau de méthylation trés
inférieur au sous-groupe Gros Michel. L'identification de tels marqueurs pourrait aussi lever la
difficulté d'appréciation d'un seuil de nuisance des nématodes. Comment résoudre les cas
d'indépendance entre le taux d'infestation en nématodes et 1'état nécrotique des racines, entre
les dégdts visibles et les manifestations physiologiques, si ce n'est en recourant a des facteurs
physiologiques précoces ?

Une troisiéme voie de recherche concernerait I'identification des causes premiéres des
mécanismes de résistance. En effet, nous avons vu que les réactions de la plante aux nématodes
pouvaient soit étre induites par l'agression des tissus (nécroses superficielles causées par H.
multicinctus et H. pararobustus, 1€sions profondes causées par R. similis), soit dépendre d'une
relation nutritionnelle entre le nématode et les tissus racinaires. Dans le premier cas il s'agit
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d'une réaction mécanique, dans l'autre d'un rapport entre les besoins nutritionnels du nématode
et la qualité de l'alimentation qui lui est proposée.

A cette recherche serait associée une €tude sur la production de toxines par la plante. L'analyse
restreinte aux phénols totaux ne nous permet pas d'écarter la possibilité de synthése de
phytotoxines. Nous n'avons pas identifié le contenu des globules ou des vacuoles qui
apparaissent dans les cellules périphériques aux nécroses. Ceux-ci ont simplement réagi 4 une
coloration des phénols. Il n'est & priori pas exclu qu'ils appartiennent & ce groupe phénolique.

Les problémes dus aux nématodes phytoparasites en culture bananiére sont apparus
alors que la nématologie était une science récente, limitée a l'étude faunistique et taxonomique.
Tres vite, les impératifs économiques ont poussé la recherche et le développement @ mettre en
euvre des moyens de protection. Si les résultats furent trés encourageants, voire
spectaculaires, ils cantonnérent le raisonnement nématologique @ un schéma rapide : évaluation
des baisses de rendement, observation de la présence de nématodes, puis traitement. Cette
vision simplifiée traverse, par empirisme, de vastes domaines mal connus et peu ou pas éiildiés
Jjusqu'alors. Ce raisonnement s'est souvent soldé par des effets contradictoires, voire des
échecs. Cette étude s'inscrit comme un trait d'union entre ces travaux épars et vise @ combler
les lacunes. Mais les résultats obtenus appellent @ dépasser cette finalité pour mieux comprendre
les tenants de la relation entre les nématodes et le bananier.
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RESUME

La pathologie du bananier (Musa acuminata, groupe AAA) due aux nématodes Radopholus
similis, Helicotylenchus muiticinctus et Hoplolaimus pararobustus est étudiée sur les variétés Poyo
(sous-groupe Cavendish) et Gros Michel (sous-groupe Gros Michel). Elle est décrite d'une part par
I'étude du développement in vitro et in vivo des populations de ces parasites, d'autre part par I'étude
in vivo de l'incidence des nématodes sur la croissance des bananiers et sur deux fonctions du
métabolisme (absorption minérale et organique, et photosynthése). Certains aspects du métabolisme
phénolique intervenant en réaction au parasitisme, et I'étude de l'impact nutritionnel de fa plante sur le
développement dés populations de nématodes sont considérés. Les résultats indiquent que la
relation héte-parasite est spécifique de ses deux composantes : la variété Gros Michel est moins
sensible & R. similis que la variété Poyo, et le comportement variétal vis a vis d'H. multicinctus et H.
pararobustus est identique entre les deux variétés. La sensibilité est liée & la compatibilité
physiologique entre I'héte et le parasite : aprés infestation par R. similis, la variété Gros Michel renforce
son métabolisme phénolique, alors qu'aucune des deux variétés ne réagit, ou trés peu, a H.
multicinctus et H. pararobustus. Le parasitisme du bananier est lié aux relations nutritionnelles : une
mauvaise activité physiologique de la plante perturbe le développement des foyers de R. similis, alors
qu'elle ne géne pas la multiplication d'H. multicinctus.

MQLS_QLES nématodes; bananier; relations héte- parasnte élevage monoxénique; nécroses
racinaires; physiopathologie; sensibilité variétale; Radopholus similis; Helicotylenchus multicinctus;
Hoplolaimus pararobustus.

SUMMARY

The pathology of banana (Musa acuminata, groupe AAA) caused by nematodes, 'i?aaopholus
similis, Helicotylenchus multicinctus and Hoplolaimus pararobustus is studied on Poyo (Cavendish
sub-group) and Gros Michel (Gros Michel sub-group) varieties. In vitro and in vivo development of
parasite populations, and in vivo effects of nematodes on banana growth and on mineral-organic
absorptions and photosynthesis are discussed. On the other hand, stimulation of phenolic pathways
in response of parasitism, and plant nutrition effects on nematode populations, are considered.
Results show that the host-parasite relation is specific o its two components : Gros Michel is more
resistant to A. similis than Poyo, and the two variety behaviors are the same related to H. muiticinctus
and H. pararobustus. The sensibility depends on the physiological compatibility between the host and
the parasite : after R. similis infestation, the phenolic metabolism is intensified on Gros Michel, even
though the two varieties do not react, or very slightly, to H. multicinctus et H. pararobustus. Banana
parasitism depends on nutrition relations : a bad physiological plant activity disturbs the development
of R. similis infection, even though H. multicincfus multiplication is not changed.

KEY WOQRDS : nematodes; banana; host-parasite relationships; monoxenic rearing; root
necrosis; physiopathology; varietal sensibility; Radopholus similis; Helicotylenchus muItlcmctus,
Hoplolaimus pararobustus.

ISBN : 2-7099-1079-9

Editions de 'ORSTOM
72, route d'Aulnay
93143 BONDY Cedex



