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Analyse d’une population de Phytophthora

en milieu tropical. .

INTRODUCTION

Les Phytophthora sont répandus sous toutes les latitudes ;
leur rdle en pathologie végétale est important car la gamme
des plantes auxquelles ils s’attaquent est trés large. Dans le
couple «hote-parasiten, les deux populations antagonistes
ne s’affrontent pas a armes égales car, si la population des
espéces parasites dispose de moyens extrémement efficaces
pour varier et s’adapter & toute modification de la popula-
tion hote, celle-ci pour des raisons pratiques et économiques,
tend, dans I’agriculture moderne, vers I'uniformisation des
variétés a la fois dans le temps et dans I’espace (BORLAUG,
1959 ; LAVILLE, 1975 ; BOCCAS et LAVILLE, 1976 ;
BUDDENHAGEN, 1977 ; GROTH et PERSON. 1977 ;
0U, 1977 ; SAFEEULLA, 1977 ; BOCCAS 1978).

Le pouvoir saprophytique des Phytophthora est tenu
pour étre médiocre (APPLE, 1963 ; TSAG, 1969), ils se
maintiennent cependant fort bien dans le sol sous la forme
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RESUME - Des piégeages répétés sur des échantillons de terre, & I'aide
de fragments végétaux vivants, montrent qu’une population de
Phytophthora, sur des vergers d’agrumes, peut étre séparée en deux
classes. Une premiére classe est composée de souches possédant une
bonne aptitude a coloniser la terre, mais un seuil d’agressivité peu
élevé ; la deuxiéme classe est composée de souches ayant une mau-
vaise aptitude & la vie saprophytique et un seuil d’agressivité élevé.
L’analyse des spectres protéiques, obtenus par électrofocalisation, a
confirmé la réalité de ces deux classes et a permis de définir plus
précisément leurs limites.

de spores résistantes (chlamydospores, oospores) ou plus
briévement sousla forme de sporocystes, voire de mycélium. ,_
Dans ces conditions, le sol constitue souvent le principal
réservoir d’inoculum pour un grand nombre d’espéces et
rend la lutte, par les méthodes agronomiques ou chimiques .
traditionnelles, onéreuse et incomplétement efficace. La,
nécessité d’organiser la lutte sur le plan génétique, en

, opposant au parasite un matériel végétal sélectionné pour sa

résistance, s’est imposée. Cette méthode exige que I'on -
posséde une connaissance approfondie du parasite et en -
particulier, sur ses potentialités de diversification qui sont -
liées & la structure de sa population inféodée & un écosysté-
me particulier et & son comportement face a cet écosystéme.

Nous avons essayé d’apporter notre contribution a cette
connaissance en étudiant une population de Phytophthora
inféodée & une culture pérenne.

Aprés avoir caractérisé les différentes espéresrd jm figpsys-
téme (selon la monographie de %@Rﬁ%@ﬁ%&ss
1970), deux volets se soE ﬁfrﬁé&s*efr‘ltéhfu% !g%aa§i§§gil.@
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dresser un inventaire des différents génotypes au sein de ces
espéces.

Nous avons mis au point une technigue d’estimation
quantitative. Différents essais nous ont conduits a retenir
une technique proche de celle décrite par MARK et
MITCHELL (1970) qui consiste & effectuer des piégeages
sur des échantillons de terre a l'aide de fragments végétaux
vivants. Les résultats obtenus ont été interprétés grice aux
modéles mathématiques employés par BAKER (1971) revus
et complétés par BOUHOT (1975, 1978), BOUHOT et
JOANNES (1979).

Dans Y'étude qualitative qui a suivi, nous avons fait inter-
venir pour différentes souches, les caractéres morphologi-
ques, les types de compatibilité, Iagressivité et en dernier
lieu les spectres protéiques obtenus par électrofocalisation.

MATERIEL ET METHODES

Nos études ont été faites sur la station fruitiére de Loudi-
ma située dans la vallée du Niari en République populaire du
Congo. Trois zones ont été prospectées (figure 1) :

- Zone A : située au nord géographique de la station, elle est
plantée d’orangers greffés [Citrus sinensis (LINN.) OSBECK]
et de pomelos (Citrus paradisi Mac. F.) var. Thomson.

- Zone B : située 4 'ouest géographique de la plantation,
elle est composée de vergers de pomelos (Citrus paeradisi
Mae. F) var. Ruby et var. Marsh; de tangelos (Citrus
reticulate BLANCO x Citrus sinensis (LINN.) OSBECK) et
de mandariniers (Citrus reticulate BLANCO). Une parcelle
d’avocatiers a été récemment mise en place (1977).

- Zone C: située a lest géographique ; outre les essais
porte-greffe agrumes, cette zone renferme des parcelles
d’avocatiers et la pépiniére de la station.

I’essentiel des vergers d’avocatiers de Loudima se trouve
sur la zone C; les arbres, trés attaqués par Phytophthora,
sont presque tous morts. Sur la nouvelle parcelle mise en
place récemment sur la zone B, les jeunes arbres ne présen-
tent aucun symptome de pourriture brune des racines ni de
gommose des trones. La majorité des parcelles d’agrumes
date de 1959-62. Ces plantations sont en mauvais état car
les arbres, soumis & de sévéres pressions physiques et
biologiques (déficit hydrique de certaines années, techniques
agriculturales défectueuses, attaques parasitaires ...) meurent
et ne sont pas remplacés. Le couvert dense du sous-bois
entretient une humidité propice & la prolifération de la
microflore phytophage qui trouve sur les nombreux fruits,
abandonnés & terre, un substrat idéal. Les porte-greffe des
pomelos sont tous des Rough Lemon (Citrus jembhiri) et
leur sensibilité & Phytophthora est bien connue (BOCCAS
et LAVILLE, 1976 ; FOUQUE et col. 1977).

Huit missions de prélévements ont été faites entre
février 1978 et février 1979, chacune de ces visites a permis
de faire des isolements sur 32 chancres et de prélever de la
terre en 48 points différents. Lors des missions consécutives

Fruits - vol. 36, n°10, 1981

4 de fortes pluies, nous avons en outtre effectué des préléve-
ments de terre en 23 points répartis sur le pourtour de la
plantation pour mettre en évidence d’éventuels apports
extérieurs de propagules infectieuses. Des analyses ont
été faites sur des terres provenant de parcelles en apparence
dépourvues de Phytophthora mais situées sur le trajet des
eaux de ruissellement provenant des vergers infectés.

Les isolements sur les chancres se font & partir de frag-
ments d’écorce et de bois, prélevés en périphérie d’un
chancre en activité. Ces fragments sont repiqués sur un
milieu sélectif gélosé composé d’une décoction de petits pois
extra-fins, additionnée de Bénomyl (50 ppm de m.a.) de
PCNB (100 ppm de m.a.) et d’antibiotiques (100.000 unités
par litre de penicilline et colimycine). Une incubation de 2 &
3 jours en chambre climatique (26°C et 75 p. 100 d’humidi-
té relative) permet la croissance de Phytophthora.

Techniques d’isolement a partir de la terre.

- Sur vergers d’avocatiers : nous avons pu constater que
les souches du sol sont étroitement spécialisées aux avoca-
tiers, elles ne peuvent étre isolées que par piégeage a I’aide
d’avocats immatures. On creuse dans ceux-ci, a I’aide d’un
emporte-piéces une cavité que I'on remplit de terre humidi-
fiée présumée infectée. Les jeunes avocats sont mis a incu-
ber en chambre, climatiqueé & 26°C pendant quatre & cing
jours. La terre est éliminée & l’eau courante, une zone
nécrosée indique la présence de Phytophthora que l'on
isole par repiquage de fragments nécrosés sur milieu sélectif
gélosé.

- Sur vergers d’agrumes : chaque prélévement consiste en
1 kg de terre environ, prélevé depuis la surface jusqu’a une
profondeur de 15 c¢m en incluant tous les débris végétaux
présents. Douze échantillons de-1Q g.de terre sont répartis
en godets (type pot & yaourt) et additionnés d’eau permutée
stérile (10 ml) contenant du Bénomyl (50 ppm de m.a.),
PCNB (100 ppm de m.a.) et des antibiotiques (100.000
unités/litre de penicilline et colimycine). Les godets sont mis
a incuber 2 jours 4 la lumiére pour favoriser la formation de
sporocytes.

Le troisiéme jour, chaque godet est passé 10 minutes a
80C pour induire la libération des zoospores avant d’étre
ensemencé de huit jeunes pétales d’oeillet d’Inde servant de
piéges. Les jeunes pétales d’oeillet d’Inde ont été retenus
car, si comme les autres piéges testés, ils sont disponibles
toute I'année, ils.sont en outre relativement axéniques du
fait de leur protection par les sépales ; leur petite taille
(1 a 3 mm) permet de travailler avec plusieurs pétales dans
de petits volumes; et enfin, ils sont trés sensibles & la
majorité des espéces de Phytophthora présentes en Républi-
que populaire du Congo.

Aprés deux jours d'incubation a la lumiére, les pétales
sont prélevés et repiqués sur milieu sélectif gélosé 4 raison
d’une bofte de Pétri par échantillon de 10 g de terre.

Les piéges positifs sont dénombrés de deux facons, d’une
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TABLEAU 1 - Prélévements de terre, dans les vergers d’agrumes et d’avocatiers, ayant permis d’isoler Phytophthora parasitica

par piégeage a I'aide de pétales d’oeillet d’Inde.

s = = 9 ) i k= = ) <
% e % © ?E; & ; pA £ o o £ £ 3
s S g R 2 g 232 g < g R 22 2 8
& || A& S8 | 28 | 2% & A & SE | Aa e
: Pomelo 18.8 05.02.79 3 7
1.1, 13.02.78 | Ruby 2 6 19.2 09.04.78 2 4
‘ Zone A 19.6 05.12.78 3 7
13 || 0407.78 1 2 19.7 | 05.02.79 S 10
14 || 11.09.78 1 1 231 | 13.02.78 1 8
15 || 021178 2 9 23.2 | 09.04.78 2 5
1.6 10.01.79 2 8 23.3 04.07.78 2 7
4.9 09.04.78 2 6 23.6 05.12.78 3 5
4.6 05.12.78 1 3 238.7 10.01.79 3 8
59 | | 090478 2 4 23.8 05.02.79 4 12
56 | | 05.12.78 3 3
5.7 ! 10.01.79 4 7 24.1 18.02.78 | Pomelo 3 8
58 | | 05.0279 5 9 24.2 09.04.78 | Ruby 3 7
7.1 13.02.78 6 2 Zone B
7.2 1 | 09.04.78 3 11 24.3 04.07.78 2 5
7.3 | | 04.07.78 1 3 244 | 11.09.78 1 2
7.4 | | 11.09.78 1 1 245 | 0211.78 8 9
76 | | 051278 5 15 24.6 05.12.78 5 12
7.7 | | 10.01.79 6 19 24.8 05.02.79 4 10
78 | | 05.02.79 8 29 25.1 13.02.78 2 5
9.6 | | 05.12.78 4 10 2.2 | 09.04.78 1 3
101 | | 13.02.78 1 2 25.5 02.11.78 1 3
10.6 | | 05.12.78 2 6 2%.6 | 05.12.78 2 3
122 | | 09.04.78 2 6 25.7 | 10.01.79 2 6
12.3 | | 04.07.78 1 1
126 | | 05.12.78 1 2 30.2 04.07.78 |Essais 5 15
12.7 | 10.01.79 2 6 porte-greffe
12.8 l 05.02.79 2 7 30.7 10.01.79 |Zone C ‘; 2;
| ~ 30.8 05.02.79
137 ° | 10.01.79 ;‘33;’*}_5,“*“ 1 8 3.7 | 10.0L.79 2 5
138 | 05.02.79 2 3 | 332 |o09.0478 2 5
: Pommelo 33.4 11.09.78 A 1-?’:
18.1 | | 18.02.78 | Marsh 2 6 ggg ‘1’3'(1)%53 4 16
Zone B 343 | 04.07.78 1 1
©18.2 09.04.78 1 3 347 10.01.79 2 8.
18.6' 02.12.78 3 4 L e
18.7 | 10.01.79 4 10

part par comptage des boftes de Pétri positives (B +) : une
boite est positive quand un pétale au moins donne naissance
4 un thalle ; d’autre part par comptage des pétales infectés
(P+), toutes boites confondues pour un méme prélévement
de terre (tableau 1).

|, N .
Cette rqethode de comptage & deux niveaux donne un
certain nombre d’informations :

- Chaque boite correspond & un échantillon de 10 g de
terre, la somme des boites positives (a la condition qu’elles

ne soient pas toutes positives, auquel cas il faudrait procéder
4 une dilution de la terre) pour un méme prélévement,
donne, en référence & une courbe de piégeage, définie plus
. bas, la quantité d’inoculum dans la terre au moment du
prélévement.

- Dans les conditions expérimentales employées, l'inocu-
lum de départ a la possibilité de-se multiplier pendant la
phase d’inoculum. Plusieurs pétales (8) ayant été misen
contact avec chaque échantillon de terre, le nombre de
pétales infectés est I'expression de Iaptitude pour chagque
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souche & coloniser le milieu.

Les isolements sur les terres naturellement infectées ne
peuvent &tre quantifiés que si 'on posséde des courbes de
piégeages réalisées, avec la méme technique d’isolement,sur
des-sols dont on connait le taux d’infestation. On peut ainsi
connaitre le nombre de spores par gramme de terre corres-
pondant & un certain pourcentage de boftes positives et/ou
de pétales infectés. Il était matériellement impossible de
mesurer «n vitron le comportement, dans leur terre d’origi-
ne, de toutes les souches. Nous avons donc procédé par
sondage en choisissant des souches, isolées a partir de
chancre ou dans la terre, de fagon a avoir un échantillon des
trois zones étudies. Les interactions terre/Phytophthora
ont été définies, elles nous serviront pour analyser la réparti-
tion des souches sur les vergers,

Les courbes de piégeage ont été obtenues de la fagon
suivante : de la terre, provenant du méme site que chacune
des sou¢hes choisies comme témoin, est prélevée. Avant
utilisation, elle est stockée une journée au froid (5 a 6°C)
puis ensemencée massivement de jeunes pétales d’oeillets
d’Inde afin de vérifier 1’absence de Phytophthora. La
présence de pétales infectés entraine le rejet de la terre et un
nouveau prélévement a la mission suivante.

Chaque prélévement de terre est fragmenté en 12 échan-
tillons de 10 g, répartis dans des pots en plastique. Chaque
échantillon est ensemencé d’un inoculum calibré sous la
forme d’une suspension titrée de zoospores dans de I'eau
permutée stérile additionnée de Bénomyl (50 ppm de m.a.),
PNCB (100 ppm de m.a.) et antibiotiques (100.000 unités/
litre de pénicilline et colimycine). Les pots sont mis a
incuber & 26°C & la lumiére (2250 lux), pendant 2 jours. Le
troisiéme jour, 8 pétales d’oeillet d’Inde sont introduits et
les pots sont remis a incuber dans les mémes conditions que
précédemment, pendant deux jours.

Les pétales sont alors prélevés et repiqués sur milieu
sélectif gélosé. Le dénombrement des piéges positifs se fait
comme précédemment & deux niveaux, par comptage des
boites positives (B+) et des pétales infectés (P+).

Les courbes de piégeage ont été tracées en utilisant une
transformation (BAKER,1971) qui linéarise la relation entre
le logarithme de la concentration de spores infectieuses et la
probabilité de maladie : v = a log x + b ol y est la quantité
de maladie estimée en nombre de bofites positives ou de
pétales infectés, x étant le nombre de spores par gramme de
terre. Les calculs des coefficients de régression (R) permet-
tent de tester ’hypothése de la pente nulle, ils vérifient que
x et y sont bien dépendants.

RESULTATS

Avocatiers : les souches récoltées sur chancres ou dans la
terre sont toutes des P. cinnamomi du type de compatibilité
Ag, elles sont trés homogénes pour leur vitesse de croissance
a diverses températures et pour leur absence d’agressivité
sur plantules de tomate ou d’Hibiscus sabdariffa (ASSAS
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M’BILLAUT, 1978) ainsi que sur pétales d’oeillet d’Inde.
Etroitement spécialisées aux avocatiers, la seule fagon de les
isoler du sol consiste a utiliser des avocats immatures comme
piége, ce qui limite I’étude a la saison de production des
fruits. Les piégeages & P'aide de pétales d’oeillet d’Inde n’ont
permis d’isoler qu’en un seul endroit P. parasitica (piégeages
13, figure 1).

Les contraintes expérimentales, lides & ’étroite spécialisa-
tion de P. cinnamomi sur vergers d’avocatiers,.nous ont obli-
Eés & abandonner leur analyse pour nous consacrer a celle
des populations de P. parasitica inféodés aux agrumes.

Agrumes : toutes les souches de Phytophthora, isolées de
la terre ou des chancres sur les vergers d’agrumes, ont les
caractéres morphologiques de P. parasitica DASTUR. Des
tests d’agressivité ont été faits sur les souches retenues com-
me témoins (tableau 2), évaluation de cette agressivité a
porté :

- sur piéges: 100 pétales d’oeillet d’Inde sont dispersés
sur 20 ml de suspension de zoospores dans de I’eau permutée
(15 zoospores/ml) et mis & incuber 4 26°C pendant 2 jours
4 la lumiére. Le dénombrement des pétales infectés se fait
aprés repiquage sur milieu petits pois gélosé.

- sur plantules de tomate variété Marmande et sur plantu-
les d’Hibiscus sabdariffa (ces deux végétaux sont utilisés au
laboratoire pour les analyses de routine du niveau d’agressi-
vité des différentes souches de Phytlophthora regues ou
isolées) : un lot de 50 plantules cultivées sur vermiculite
est inoculé par un broyat mycélien de chacune des souches.
L’agressivité est estimée par comptage des plantules mortes
10 jours apres inoculation et notée de la facon suivante :

0 pas de mortalité

+ 0 a 20 p. 100 de mortalité
++ 20 a 40 p. 100 de mortalité
H 40 a 60 p. 100 de mortalité

Le tableau 3 donne pour chaque souche témoin I’équation
des droites de piégeage pour les boftes positives (B+) et pour
les pétales infectés (P +). Les coefficients de régression (R)
de ces droites sont significatifs, ce qui permet de caleuler le
nombre de zoospores infectieuses par gramme de terre cor-
respondant aux taux de contamination (TC) d’une terre par
le pathogéne pour un pourcentage compté de boftes positi-
ves et/ou de pétales infectés.

Les zoospores ont été retenues comme propagules infec-
tieuses de base,représentatives de la densité d’inoculum d’un
sol car, les organes de survie (chlamydospores, sporocystes,
oospores) germent, en général, en émettant directement ou
indirectement des zoospores. Dans le sol, la probabilité de
contact d’un héte avec une propagule de survie doit étre
faible : de ce fait, une infection due & une germination
directe est peu probable, il est donc logigue de considérer la
zoospore nageante qui est sensible au chimiotropisme des
exsudats végétaux comme I'agent principal de la maladie.

L'utilisativn de 'équation y = a log x+ b oblige & éliminer
les deux extrémités de la droite ; en effet, pour une faible
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TABLEAU 2 - Souches ayant été retenues comme témoins. A 5
lieu de . +1:. - | morphologie du Test 4J x
tibilit spores
souche prélévement compaibIRe thalle de 6J | gde B+ P+ |agressivité .
t0 8J | terre | -
350C 10J
terre sur 272 100 86,3 |89 sur pidges
verger pomelo ‘ 136 100 |67,6
aérien 68 100 (59,3 |+ tomate
5.2 Ruby A régulier 34 66,66]20,8
Zone A 17 25 7,3 | 0 Hibiscus
8,6 0 0
368 100 |634 .
diffus ggg 184 |100 |45,7 |40 %surpicges
5.6 » Aq intrama- ’ .92 58,3 116,6 |++ tomate
triciel 46,3 46 16,6 | 3,1
56,7 23 0 0 + Hibiscus
11,5 0 0
15.1 304 100 (96,7 }
aérien 9 4’ 4 152 100 |75,8 |10 % sur piéges
? 76 100 57,2 + tomate !
5.8 » Ay régulier 41,4 38 75 23,9 m -
56.2 19 16,6 | 9,4 |0 Hibiscus i
? 9,5 831 21
288 100 97,7 s
144 100 |[70.7 11 % sur pieges
'12.92 » A1 ) 72 100 |56,2 |0 tomate
» 36 33,3 |15,6 _
18 95 8.3 + Hibiscus
9 8,3 | 1,04

296 1100 1986 |00 v pidges
12.6 ” A » 148 100 |78 o Sur pleg
‘ 14 [100 634 |
37 | 416 125 m
186 | 166 | 4,2 [+ Hibiscus

320 100 |98,8
160 1100 738 |5
80 91,6 |48,9 [ tomare

19 % sur piéges

12,8 » A » .
1 e ] ey -
10 83121

terre sur 248 |100 |69,7 .\ v

verger pomelo ‘ 124 100 (34,3 32 % Sl;r piéges
‘ 62 75 |21,8 [* tomate N
231 | Marsh Ay aérien 81 | 833] 7.3 | wu. -
Zone B régulier 155 | 83| 21 |* Hibiseus :

1,75 0 0 y

296 100 |61 N
148 100 | 291 14 % sur piéges
23.2 " Ay ” 74 | 833|286
1 37 | 41| g3 |* fomate
185 | 16,6| 8,3 |* Hibiscus
9.25| 83l 1,04
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Test 4J

. . ¢ 1 spotes o
5 souche ‘il\eu de ; compatibilité | morphologie du |de 6j g de B~ | P+ agressivité
N prelevemen thalle to 8d | tetre
. 350C 104d
of 100|447 "
T3 |83, |ars |28%su pidges
23.29 » Ag diffus 82 |50 |147 [* tomate
intrama- 41 25 5,2 oy
triciel 205 | 88| 1,04 Hibiscus
10,25 | 0O 0
i i’;g 13(1) 6 gg’g 35 % sur piéges
23.6 » A ” | 94 | 47|14 [* tomate
AT 12 |62 | Hibscus
23,5 0 0
11,7% 1 0 0
terre sur 280 100 [59,3 N
verger pomelo 19,7 140 100 354 8 % sur picges
21 0 | 7 |17.7 |+tomate
;x 23.8 Marsh A aérien 53 35 416|114
T Zone B régulier 175 | 16,6 | 5,2 |+ Hibiscus
“ 8,75 | 16,6 3,7
N terre sur essais 328 100 [88,4 52 % &
. porte-greffe 164 100 |75.9 o SUX pleges
aérien 82 100 |42,6 0 tomat
33.2 Aq régulier 41 83,3 (31,3 |- omae
Zone C 20,5 50 [20,8 |0 Hibiscus
10,25 | 16,6 | 7,3
18,4 %22 188 215%:1 T % sur pieges
aérien g 2 |00 |385 | .
33.6 ” Ay régulier 57 36 B (21 | Hi‘;‘iscus
18 33,3 (14,6
9 8,3] 31
terre sur 320 100 55,1 8% .s
verger pomelo 15,4 160 100 |42,6 © Sur pleges
24.1 A aérien 26 80 91,6 130,2 |+ tomate
Ruby régulier 36,5 40 58,3 | 17,7 '+ Hibi
Zone B 50 20 25 | 52 1oIseus
10 83| 81
i’;g igg gg’z 17 % sur piéges
% 24,3 ” Aq ” 78 100 31,2 |+ tomate
39 50 (14,6
L 19,5 16,7 | 5,2 |+ Hibiscus
s 97| 0 |0
0
. 264 100 |67,6 s
139 100 |53 5 % sur piéges
24.6 ” A1 »” 66 100 33,3 0t ¢
33 66,7 |21,8 omate
lg’gs 22 3 ?’g 4 0 Hibiscus
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Test 44J spores
souche préigr‘;:::n ¢ |compatibilité motrp 'g::ﬁegle du gg gg g de B+ P+ agressivite
850C 10J | terre
terre sur 296 100 (59,3 .s
verger 19 148 [100 [44,7 | L1 % sur pieges
avocatiers - " aérien 40 4 91,7 32,3 + tomate
13.7 A1 50 37 58,3 |18,7 + Hibisous
Zone B 18,5 16,7 | 4,2
9,25 0 0
Chancre 384 100 73,84 27 % sur piéges
sur pomelo aérien 19,4 192 100 |48,88] + tomate
Ruby Ay régulier 36,6 96 50 |15,6 |+ Hibiscus
Cs Zone A 45,8 48 16,66] 4,16
59,8 24 8,33 1,04
12 0 0
Chancre 360 100 |68,64{ 42 % sur piéges
sur pomelo 180 91,66/36,4 |+ tomate
Loul |[Ruby Ag ” 90 50 (11,4 |+ Hibiscus
Zone A 45 8,33] 2,08
22,5 0 0
11,25 0 0 _
Chancre 352 100 ]42,64| 66 % sur piéges
sur pomelo 176 75 127,04 ++ tomate
Ca3 Marsh Ay » 88 25 7,28 | + Hibiscus
Zone B 44 0 0
22 0 0
11 0 0
Chancre 312 100 |39,52]| 39 % sur piéges
sur pomelo 20,2 156 66,66(19,76{ + tomate
Cogq Ruby Ay 30,6 78 16,66| 5,2 |+ Hibiscus
Zone B 45 39 8,33 1,04
57 49,5 0 0
9,75 0 0
Chancre 328 100 |42,64| 32 % sur piéges’
sur pomelo 164 91,66/30,16| + tomate
Lou 14 |[Marsh Ay » 82 58,33|12,48 | + Hibiscus
Zone B 41 16,66 5,2
20,5 0 0
1025 O 0
Chancre 320 100 37,44 23 % sur piéges
sur pomelo 160 83,33(21,84 | + tomate
Lou 24 [Ruby Ay » 80 33,33| 9,36 |+ Hibiscus
Zone B 40 16,66| 3,12
20 8,33) 1,04
10 0 0
Chancre sur 272 91,66/20,8 | 31 % sur piéges
mandarine 136 58,33|14,56
Lou 25 |Kara A " 68 | 25 |52 | tomate
Zone B 34 8,33| 1,04 + Hibiscus
17 0 0
8,5 0 0

——t
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TABLEAU 3 - Souches retenues comme témoins : équations des droites de piégeages et calcul des taux
de contamination 50 %

B + = boites positives

P + = pétales infestés.
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souches | log du nombre (ifeli);;o;es par g de terre y=alogx + b :ggerfefisiisgt ‘i: TC gg;‘:g:
122 | 0954 |1,255 |1,556 | 1,857 |2,158 | 2,459 | B * v 2@:}5 . }gg’; ?131‘751 g:g?lg g}zﬁ
126 | 0,966 |1,267 | 1,267 [1,568 | 1,869 | 2,474 I;: ?:123’29 igg’;:l%g:gz &gg? 23’6
128 |1 |1,301 1,602 [1,908 (2,204 | 2,505 |1 v gg:gi’ iggz ggzgg 8:32; ggﬁ
52 | 0,929 |1,230 | 1,531 [1,832 [2,134 | 2435 ?: g:lg”g‘i iﬁiiil‘égﬁi gzggg g‘g
5-6 | 1,060 1,362 | 1,663 |1,964 | 2,265 [ 2,566 | B +| y=113,5  logx-162,08) 0,984 73,9
P+|ys 5641 logx- 8497| 0,066 2468
5§ | 0977 (1,278 | 1579 |1,881 | 2182 2,483 | ) 7| ¥ T T8 igg::lgfjgg 0056 gt
332 | 1,011 [1,812 | 1,618 |1914 |2,215 | 2516 | 7 | V] 000 1T I 81333 o
336 | 0,954 |1,255 | 1,556 (1,857 |2,158 | 2459 | 3, [ Y7 1000 8% 8O0} 0495 i
231 | 0,889 |1,190 |1,491 |1,792 | 2,098 [2,304 | p 1| V7 G500 €% it I 1858
23-21| 0966 |1,267 | 1568 1,869 |2.170 2474 |7 11 Y7 38, - 8% 50| Oosm 2005
23-22| 1,011 [1,312 |1,613 1,914 |2,215 |2,516 | - ’e ;(1):(1); igg; gizgi 8:322 loggﬁ
236 | 1070 1,371 | 1672 |1,078 |2274 |2575 | p || Y7 S350 (oEx-LBOR 080 92&4
238 | 0942 (1,243 |1544 (1,845 |2,146 |2,447| D 7| V7 120 o X e o 2or's
241 |1 11,300 1,602 |1,008 |2204 2505 | p | Y] Soe8 (8% TH3%) 0980 sars
243 | 0,089 (1,290 | 1,591 1,892 2,108 |2494| p | Y7 1O JoEx 188 0976 i
246 | 0916 (1,217 1518 | 1810 |2,120 | 2421 P LAty sd o P
137 | 0966 |1,267 |1,568 | 1,869 2170 (3,474 | 1|7 G058 €% 4287|0595 1954
C5 | 1,079 |1,380 |1,681 1962 |2.283 2584 |5 || V7 G020 X" 9558 o oo
Loul| 1,051 1,352 |1,658 |1.954 |2255 (2,556 | 5 | (77 3707 JoE% 138521 0578 29
C28 | 1,041 1,342 |1,643 1,944 |2.245 2,546 | | 7| V111028 % laves| ooe Sae
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Souches log du nombrezdle; ;p;res par g de terre Cyealogx + b rcg;::;siiggt I%e TC 28 Z,i g : i
C24 | 0989 (1,200 |1,501 1,892 |2,198 2,404 D * A gg:gg }ggz:lig, 42 8;3§Z 1(1)23:2 :
i
Lould | 1,010 |1,311 [1,612 |1913 2,214 |2515| v gézgg {gg;‘:lg;:‘ég 8:8?2 6(7)2:3
Tou24 [1 1,301 |1,602 |1903 |2,204 |2,505 o v Zgﬁg igg’; ggﬁ? 81832 20;1:2
Lou 25 | 0,929 1,230 | 1,531 |1,832 | 2,183 |2,484 oy v Ig:;l }ggzlgggg 8:8;1 1136}’97

quantité d’inoculum (x petit), la droite devient asymptoti-
que & cause de la trop grande dispersion des zoospores ;
pour une forte quantité de spores (x grand), la droite
devient également asymptotique cette fois & cause des
infections multiples, c’est la raison pour laquelle il est
d’usage (BAKER et BOUHOT) d’étudier les TC. 50 qui
donnent le nombre de spores infectieuses par gramme de
terre, soit pour 50 p. 100 des boftes positives, soit pour
50 p. 100 des pétales infectés.

On peut comparer les TC. 50 avec les tests d’agressivité
qui ont été faits sur les souches témoins. Nous avons vu que
les boites positives mesurent l'effet d’une terre sur un
inoculum initial apporté alors que les pétales infectés mesu-

Les deux modes de comptage, pour une méme souche sur
une méme terre, sont done liés par une relation constante.

La relation entre ces deux modes de comptage, couplée
avec I'observation précédente sur la plus ou moins bonne
aptitude des souches & coloniser une terre et a résister au
«choen de leur introduction dans une terre, va nous permet-
tre d’analyser non plus une souche et un inoculum de départ
facile a faire varier, mais des groupes de souches isolées sur
un méme point de prélevement afin de tester ’homogénéité
d’une population de Phytophthora inféodée & un méme
écosystéme.

TABLEAU 4 - Degrés de signification des relations liant les

[

rent, eux, l’aptitude pour une souche & coloniser cette terre. comptages de boltes positives et les comptages de pétales

Les souches isolées sur chancres ainsi que les souches isolées infectés.
a partir de la terre mais possédant un niveau d’agressivité . o
élevé sont les plus affectées par leur environnement. L’effet souches R: seuil de probabilité (%)
terre interviendrait & deux niveaux :
. L . 12-2 0,9987 1
- sur 'inoculum initial (il faut de 60 a 140 propagules par 12.6 0.975 5
gramme de terre pour avoir 50 p. 100 de boites positives 12-8 0,7967 1
avec les souches les plus agressives, 20 a 40 suffisent pour 5.9 0,9435 <5
les souches les moins agressives). ) 5.6 0,9735 5
- sur le pouvoir colonisateur des souches (il faut 200 & 5-8 0,9346 <5
1100 spores pour avoir 50 p. 100 de pétales infectés avec les 231 0,9899 1
souches les plus agressives, il en faut 60 a 300 avec les sou- 23-21 0,9923 1
ches les moins agressives), ’aptitude moyenne a coloniser 23-22 9467 1
le milieu est moins bonne chez les souches «chancres» ou 23-6 9912 1
«terren, assimilées aux souches «chancren par leur niveau 23-8 0,9640 1
d’agressivité, que chez les souches «terre» au niveau d’agres- 24-1 0,9721 1
sivité nettement plus faible. 24-3 0,9993 1
24-6 0,990 1 .
Pour les souches retenues comme témoin, il nous a semblé 13-7 0,9792 1 ’
bon d’étudier les relations qui unissent le nombre de boites 33-2 0,9993 1
positives au nombre de pétales infectés. Nous avons calculé 33-6 0,9962 1 -r
les coefficients de régression et les tables de FISHER et Cb 0,9841 1 y
YATES montrent qu’il existe une relation statistiquement Loul 0,9111 5 o
significative pour la plupart des souches (& l'exception de C23 0,9918 1
5-2 et 5-8) (tableau 4) entre les comptages de bofites positi- c24 0,9873 1
ves et les comptages de pétales infectés. Pour une méme Lou 14 0,9539 5
souche, toute augmentation de I'inoculum de départ entrai- Loou 24 0,9757 1
nera une augmentation du nombre de boites positives avec Tou 25 0,9967 1
une augmentation corrélative du nombre de pétales infectés.
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«L’effet terren n’est pas le méme pour des souches trés
agressives que pour des souches peu agressives. Le calcul des
coefficients de régression entre tous les comptages confon-
dus de boites positives et de pétales infectés, pour des
sotiches isolées de terre prélevées en un méme lieu, doit
permettre la mise en évidence de souches différentes. En
effet, la relation entre le nombre de boftes positives et le
nombre de pétales infectés sera fonction du (des) type (s)
de souche (s) présent (s) dans ’échantillon de terre. En pro-
cédant par élimination, il sera alors possible de détecter le
(les) piégeage (s) anormal (aux) et, en fonction du rapport
entre le nomhre de pétales infectés et le nombre de
boites positives, on pourra attribuer un effet dominant aux
souches «chancre» ou aux souches «terren.

Seuls les groupes de prélévements ayant donné 3 piégeages
positifs ou plus, ont été analysés de cette facon car on ne
peut pas calculer un coefficient de régression sur un nombre
inférieur de points.

Groupe-1 : R = 0,692 : non significatif.L’élimination d’un

ou plusieurs piégeages ne rend pas R significatif. Cette

hétérogénéité de la population "de Phytophthora n’est
qu’apparente, en effet, ce sont les piégeages 1.3 et 1.4 qui
perturbent le coefficient de régression. Le rapport entre le
nombre de pétales infectés et le nombre de boftes positives
montre que pour les piégeages 1.1, 1.5 et 1.6, il s’agit de
souches «terreyn (rapports respectivement de 3, 4,5 et 4), ces

mémes rapports tombent & 1,5 et 1 pour les piégeages 1.3 et_»

1.4 mais nous vetrons plus loin (analyse des spectres protéi-
ques) que la souche 1.4 ne se distingue pas des souches
«terren. Le faible développement de cette souche doit étre
attribué aux conditions du milieu, au moment du préléve-,
ment (saison séche),’inoculum se trouve probablement dans
un état de survie et la phase d’incubation lors du plegeage
n'est pas suffisamment longue pour ‘lui permettre un
développement normal.

Groupe 5 : R =0,908 : non significatif. L’élimination du
piégeage 5.6 rend R .significatif. Pour le piégeage 5.6, le
rapport entre le nombre de pétales infectés et le nombre de
boftes positives est égal & 1, le méme rapport pour les autres
piégeages est égal ou voisin de 2, on se trouve donc en
présence d’une souche «chancren. Le prélévement 5.6 a été
fait a la suite de fortes pluies, le lessivage de I'arbre malade
voisin peut expliquer la piésence de souches «chancrey dans
la terre mais cette présence n’est que temporaire puisqu’on
ne la retrouve pa$ lors des piégeages antérieurs ou posté-
rieurs.

Groupe 7: R = 0,983 : significatif, montre que I’on se
trouve devant une population homogéne de Phytophthora.
. La chute quantitative du nombre de boftes positives et du
nombre de pétales infectés des piégeages 7.3 et 7.4 s’expli-

h “que par le fait que, comme précédemment pour le groupe 1,

" les prélévements de terre torrespondants ont été faits
pendant la saison séche.

Groupe 12: R = 0,980 : significatif. La population de
Phytophthora est homogéne, le rapport pétales infectés/
boites ‘positives varie de 2 a 3,5, il s’agit donc de souches

By
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«terren possédant un certain pouvoir colonisateur.-

Groupe 18 : R = 0,801 : non significatif. Si on élimine le
piégeage 18.6, R devient significatif. Le rapport du nombre

_ de pétales infectés sur le nombre de boites positives est de

2,5 4 8 pour les piégeages 18.1, 18.2, 18.7 et 18.8. Ce rap-
port tombe & 1,33 pour le piégeage 18.6, il est probable
gu’une (ou plusieurs) souche (s) «chancre» se trouve (nt)
dans la population de Phytophthora présente dans la terre & .
ce moment la et vient (nent) perturber le rapport. Le piégea-

" ge 18.6 a été fait sur un prélévement de terre effectué au

voisinage d’un arbre porteur d’un chancre en activité ;
aprés de fortes pluies, un apport de propagules infectieuses
est done possible.

Groupe 19 : R = 0,950 : significatif. La population de
Phytophthora est donc homogéne.

Groupe 23: R = 0,841 : non significatif. L’élimination
du piégeage 23.6 rend le coefficient de végression significa-
tif. Le rapport pétales infectés/boftes positives varie entre
2,66 et 3,5 pour les piégeages 23.1, 23.3, 23.7 et 23.8, il
tombe a 1,66 pour les piégeages 23.6, une (ou plusieurs)
souche (s) «chancren se trouve (nt) donc mélangée (s) a la
population de Phytophthora présente dans la terre & ce mo -
ment la.

Groupe 24: R = 0,975
Phytophthora est homogéne.

Groupe 25: R = 0,645 : non significatif. Si on élimine
le piégeage 25.6, R devient significatif. Ce point de préléve-
ment n’est pas associé & un arbre malade et le sens de la
pente ne peut pas expliquer Iapport de propagules d’un
arbre malade voisin. Le rapport entre le nombre de pétales
infectés et le nombre de boites positives (1,5) montre pour-
tant qu’il s’agit d’une perturbation de piégeage due & une
souche «chancren. Le prélévement 25.6 a été fait & la suite

significatif. La population de

_de travaux d’entretien sur cette partie de verger, le passage

des machines agricoles a pu servir de facteur de dissémina-
tion des propagules issues de chancres.

Groupe 30: R = 0,945 : non significatif. Ce groupe se
compose de 3 piégeages positifs, il n’est donc pas possible
d’éliminer un des piégeages puisqu’il ne resterait que 2
points par lesquels passe forcément une droite. Le rapport
entre le nombre de pétales infectés et le nombre de bofites
positives donne 3 pour le piégeage 30.3, 3,3 pour le piégeage
30.8 et seulement 1,75 pour le piégeage 30.7. Il s’agit donc
pour le piégeage 30.7 d’une ou plusieurs souches «chancren
qui viennent perturber la relation entre pétales infectés et

boites positives par leur mauvaise aptitude & .coloniser le
milieu.

Groupe 33 : R = 0,980 : significatif. On ne reléve pas la
présence de souche «chancrey parmi les 4 piégeages positifs.

Cette étude montre que, lors des piégeages, nous n’avons
pu mettre en évidence que rarement la présence de souches
ayant les caractéristiques des souches «chancre» (piégeages
5.6, 18.6, 23.6, 25.6, 30.7). Cette présence est, la plupart
du temps, lie a la proximité d’un chancre en activité e' a de
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fortes pluies ayant précédé le prélévement. Il s’agit en outre
d’événements ponctuels puisque ces souches ne sont pas
détectées lors de piégeages antérieurs ou postérieurs. Ces
différents éléments viennent confirmer les résultats précé-
dents qui démontrent que les souches «chancren sont
beaucoup plus perturbées que les souches «terren par
I’environnement tellurique.

La population de Phytophthore inféodée aux vergers
d’agrumes de la station fruitiére est composée de deux types
de souches ; d’une part les souches isolées sur les chancres
et les souches isolées & partir de la terre ayant en commun
un niveau d’agressivité relativement important mais une
aptitude a la vie saprophytique faible ; d’autre part, des
souches isolées de la terre qui ont un niveau d’agressivité
faible mais une bonne aptitude & la vie saprophytique. La
technique de piégeage utilisée est dépendante du niveau
d’agressivité des souches puisque 'intermédiaire obligatoire
est un piége végétal qui ne peut &tre contaminé que par des
souches possédant un certain niveau d’agressivité. Dans ces
conditions, le pouvoir de résolution (ou sensibilité) d’un
piégeage dépend essentiellement des souches présentes ; il
sera mauvais avec des souches «terren et meilleur avec des
souches «chancren. Trois cas peuvent se présenter :

- la partie de l'inoculum, composée dé souches «terren est
trés faible.Le piégeage ne mettra en évidence que les souches
«chancren quand il y en a. Le piégeage 5.6 illustre ce cas.

- la partie de 'inoculum composée des seules souches «terren
est supérieure au pouvoir de résolution de la technique, le
piégeage mettra en évidence un mélange de souches «terrey
et de souches «chancren. Seule ’analyse du coefficient de
régression ainsi que ’analyse du rapport entre le nombre de
pétales infestés et le nombre de boftes positives permettront
de-déceler cé mélange. Les piégeages 18.6, 23.6, 25.6 et
30,7 illustrent cette situation.

- la partie de I'inoculum composée des seules souches «terren
est supérieure au pouvoir de résolution de la technique, mais
la partie d’inoculum composée des souches «chancrey est
trés faible. Le piégeage ne décélera que les souches «terren,
le coefficient de régression ne sera pas perturbé et le rapport
entre le nombre de pétales infectés et le nombre de boites
positives sera du méme ordre de grandeur que celui obtenu
avec les souches «terren. On se trouve devant cette situation
pour le piégeage 23.2 olt une souche (23.29) a pu étre diffé-
renciée parce que la morphologie de son thalle est particu-
liére. 11 est probable que d’autres piégeages reflétent cette
situation mais ils échappent a nos investigations quand les
souches «chancren et «terren sont morphologiquement
indissociables.

L’essentiel des résultats analysés précédemment a été
obtenu par des voies statistiques, nous avons cherché a
confirmer ces résultats en caractérisant biochimiquement
les souches isolées. La technique d’électrofocalisation a été
retenue (O’FARREL, 1975 ; O'FARREL et GOODMANN ,
1976-1977).

46 souches isolées soit de chancres, soit de la terre, ont
été étudiées,deux classes différentes ont pu étre distinguées :

Fruits - vol. 36, n°10, 1981

- une premiére classe regroupe les souches Lou 1, C 5, Lou
14, C 23, C 24, Lou 24, Lou 25, 5.6, 23.29, 236 186

"25.6, 30.7, 24.5

- une deuxiéme classe correspond aux souches 1.1, 1.4, 4.6,
5.2, 5.8, 7.2, 74, 7.7, 10.1, 12.2, 12.6, 12.8, 13.7, 18.2,
18.7, 19.2, 19.6, 23.1, 23.21, 23.8, 24.1, 24.3, 24.5, 24.6,
25.1, 25.5, 30.2, 30.7, 31.7, 33.2, 33.6, 34.7.

.Dans la premiére classe, on retrouve des souches de
provenances et de caractéristiques différentes.

- des souches isolées directement sur chancres : Loul, C 5,
Lou 14, C 23, C 24, Lou 24, Lou 25.

- des souches piégées dans la terre mais qui possédent un
niveau d’agressivité nettement supérieur au niveau moyen
des souches isolées de la terre (5.6, 23.29, 238.6).

- des souches piégées dans la terre (18.6, 25.6, 30.7) qui ont
déja pu étre séparées de ’ensemble des souches isolées de la
terre par ’étude des coefficients de régression entre les
comptages de boites positives et les comptages de pétales
infectés.

- enfin, une souche (24.5) qui n’a, en principe, aucune raison
de se retrouver dans cette classe.Nous avons vu que certaines
souches «chancren pouvaient échapper a nos investigations
parce qu’elles se trouvent en quantité trop faible, dans la
terre, pour influer sur le coefficient de régression et sur le
rapport entre le nombre de pétales infectés et le nombre de
boites positives. Il est probable que la souche 24.5 est une
souche «chancren, son spectre protéique la distingue des
souches «terren ce que n’avaient pas permis les analyses
statistiques.

Les .32 souches de la deuxiéme classe sont toutes des
souches isolées de la terre par piégeage.Elles ont en commun
un fajble taux d’agressivité et I’analyse des relations liant le
nombre de boftes positives au nombre de pétales infectés a
montré qu’elles constituaient, au sein d’un méme groupede
prélévements, une population homogéne.

CONCLUSION -

L’espéce de Phytophthora, présente sur chacun des ver-
gers, est spécifique de I’arbre qui est cultivé. Les vergers
d’avocatiers ne renferment que des P. cinnamomi, la
présence de P. parasitica n’a pu étre décelée qu’en un seul
endroit. Les P. cinnamomi sont strictement dépendant des
avocatiers, les problémes techniques de piégeage liés & cette
dépendance n’ont pas pu étre surmontés, nous avons donc
abandonné I'étude de ces populations pour nous consacrer
a l'analyse des populations de P. pargsitica sur vergers
d’agrumes.

Dans un premier temps, les interactions terre-Phytoph-
thora ont été définies afin d’analyser la répartition des
souches sur les vergers. La technique de piégeage a permis de
quantifier I'inoculum dans le sol. Le nombre de boites
positives (B +) donne la quantité d’inoculum dans le sol au
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moment du prélévement, le nombre de pétales infectés
(P +) exprime l’aptitude pour chaque souche a coloniser sa
terre d’origine. Le rapport P+ /B + est spécifique de chaque
association terre-souche, on peut ainsi séparer 'ensemble des
souches isolées de la terre ou des chancres en deux classes.
Une premiére classe composée de souches isolées de la terre
qui possédent une bonne aptitude & coloniser la terre
(rapport P+ /B + élevé) mais qui ont un seuil d’agressivité
peu élevé. La deuxiéme classe est composée de souches
isolées sur chancres et de souches isolées de la terre qui ont
en commun une mauvaise aptitude & la vie saprophytique
(rapport P+ /B+ bas) et un seuil d’agressivité élevé.

Cette relation, inversement proportionnelle entre 1’agres-
sivité et ’aptitude a la vie saprophytique explique que l’on
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trouve peu de souches isolées de la terre dans la deuxiéme
classe.

L’analyse des spectres protéiques, obtenus par électrofo- "
calisation, a pleinement confirmé la réalité des deux classes,
elle a également montré qu’elle complétait Panalyse statisti-
que en permettant de caractériser une souche «chancren qui
avait échappé a nos investigations.

La population du sol doit servir de réservoir d’olt peuvent
émerger aprés mutations, anastomoses et recombinaisons
mitotiques, hybridations, voire autofécondations, des lignées
agressives susceptibles de contaminer les arbres. La propaga-
tion relativement lente et ponctuelle de la maladie, dans
les vergers fruitiers de Loudima, montre que la dissémina-
tion de ces souches est limitée & cause probablement de leur
faible pouvoir saprophyte.
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