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Résumé des travaux -

L'ATP CIRAD "Anthracnoses Tropicales" a pour objectif général de réaliser une étude
d'épidémiologie comparée sur différents modéles de maladies causées par le genre Colletotrichum, en
tenant compte de la diversité, qu'elle cherche a appréhender, des populations parasites concernées.

Plus précisément, il est attendu une meilleure définition du cycle infectieux du champignon, une
meilleure connaissance du développement des épidémies et des précisions sur la nature et le degré de
diversité des populations étudiées.

En substance, L'ATP cherche a préciser les contours, souvent flous, de la notion "d'unicité" du genre

Colletotrichum.
Cinq modeles sont concernés par I'étude:

C. musae - bananier,
C. kahawae - caféier arabica,
C. gloeosporioides - hévéa.
C. gloeosporioides - caféier,

C. lindemuthianum - haricot,

1. C. mmusae - bananier.

(Guadeloupe, Montpellier ; L. de Lapeyre, X. Mourichon ef al.)

1- Epidémiologie.
Le captage des eaux ruisselant sur les jeunes régimes de bananes montrent la forte dissémination par la
pluies des conidies de C. musae. Elle est maximale pendant une période de 7 a 40 jours pres la

floraison et se superpose a la période de sensibilité maximale des fruits (de 20 a 25 jours aprés

floraison).



Des travaux d'isolements révélent que la bractée de l'inflorescence et les piéces florales sénescentes
sont les principales sources d'inoculum. Dans 70% a 90% des cas, les souches recueillies sur ces
organes sont de l'espéce musae et sont infectieuses sur fruit. Les souches restant, de 10% a 30% des
cas, seraient de l'espéce gloeosporioides et sont non pathogénes sur fruit.

On déduit de ce résultat une méthode possible de lutte par épistillage (élimination des piéces florales et
de la bractée sénescentes), associée ou non aux méthodes plus classiques de gainage et de traitement
fongicide curatif (triazole).

Une expérimentation de terrain a grande échelle confirme la validité de cette hypothése: I'épistillage,
étendu au nettoyage des plants par élimination des feuilles sénescentes, contient la maladie dans des

limites commercialement acceptables et est beaucoup plus efficace que les applications de fongicides.

2- Etude de la quiescence.

L'étude, par méthodes sérologiques, des infections quiescentes sur fruit n'a pu étre menée avec succes:
si des sera spécifiques de C. musae ont bien été obtenus, il reste impossible, jusqu'a présent, de mettre
au point une technique qui "démasque" les appressoria et permette l'activité des sera.

Cependant, une méthode de levée de quiescence des appressoria a pu étre définie, permettant de
révéler l'intégralité de I'inoculum présent sur fruit, a tout moment. Elle consiste a confiner les fruits en
atmosphere enrichie d'éthyléne (32° C., 1000 ppm d'éthyléne, 6 jours) de maniére a déclencher
artificiellement le mirissement des téguments et lever leur résistance au parasite. Celui ci reprend

alors son développement qui se traduit par l'apparition de nécroses.

11. C. kahawae - caféier arabica.

(Cameroun, Montpellier ; D. Bieysse, D. Berry, B. Manga, J.V. Fabre et al.)

1- Evaluation du pouvoir pathogéne.

L'é¢tude du CBD pose le probléme du modele biologique permettant I'étude du parasite : les baies de
caféier ne sont pas disponibles en permanence ce qui freine I'étude du pouvoir pathogéne du parasite.
Dans le cadre des travaux de I'ATP, il est tenté de vérifier la validité de différents tests d'évaluation du
pouvoir pathogéne de C. kahawae par I'inoculation d'hypocotyles de plantules ou de feuilles.

Si le test hypocotyle est intéressant, car il permet de révéler une certaine "agressivité" des souches, il
présente l'inconvénient de résultats trés variables au cours des répétitions et d'étre destructeur du
matériel testé. Il en est de méme du test sur feuilles bien que celui ci préserve la plante hdte. Dans ce
dernier cas, le résultat est original car c'est la premiére fois qu'est tenté, avec succes, l'infection

d'organe foliaire par C. kahawae (réputé inféodé aux fruits).

Selon le test hypocotyle, il est tenté d'évaluer la résistance de matériel de différentes origines

(Cameroun, Ouganda, Costa Rica, Tanzanie) vis a vis de plusicurs souches de C. kahawae. Les



résultats sont en cours d'analyse. Il montre principalement une variation d'agressivité des souches

testées et des différences de sensibilité générale de I'hote

2- Epidémiologie.

Des travaux devant préciser les sources potentielles d'inoculum primaire a partir de rameaux,
pédoncules et baies momifiées sont en cours. s pourraient démontrer les possibilités de survie du
parasite sur ces organes pendant la saison seche.

Par ailleurs, des travaux a plus grande échelle sont actuellement menés pour vérifier l'influence de
I'ombrage sur le développement de la maladie. Les observations réalisées jusqu'a présent mettent en
évidence des chutes de baies plus fréquentes sans ombrages, mais ne permettent pas de l'attribuer aux

effets de la maladie plus qu'a des problémes de maturation physiologique.

3- Diversité.

La diversité de C. kahawae est abordée par I'étude des GVC et marquage RAPD sur des échantillons
de populations originaires du Kenya, du Burundi, du Malawi de Tanzanie et du Cameroun.

Plusieurs GCV distincts (au moins trois) pourraient étre distingués en fonction de l'origine des souches
testées (Afrique de I'Est (Kenya, Burundi, Zimbabwe et Malawi), Cameroun et Angola). Toutefois, les
limites entre ces groupes restent a préciser.

Le marquage RAPD révele la trés faible diversité globale de C. kahawae (indice de Nei voisin de
zéro). Avec les marqueurs sélectionnés, il est toutefois possible de distinguer, parmi les souches
d'Afrique de I'est, I'échantillon du Kenya des autres origines et de différencier les origines du Burundi
et de Tanzanie. A l'inverse, l'origine Malawi ne peut étre distinguée de celles du Burundi et de
Tanzanie. Les souches du Cameroun, relativement homogénes entre elles, apparaissent nettement
distinctes des populations d'Afrique de I'est.

En raison de la trés faible diversité globale observée, ces distinctions semblent relever plus de la dérive
génétique que d'une véritable spécialisation sous l'effet de pressions de sélection.

On notera que I'homogénéité observée au Kenya remet en cause l'idée d'un centre de diversification
kenyan du CBD et que la distinction de la population camerounaise infirmerait I'hypothése d'une

introduction accidentelle du CBD au Cameroun depuis une origine orientale.

I11. C. gloeosporioides - Hévéa.

(Gabon, Montpellier ; J. Guyot, E. Ntawanga, D. Garcia, J.V. Fabre, F. Pinard et al.)

I- Phénologie. climat et anthracnose.

Sur hévéas adultes le travail réalisé décrit en détail, et selon des critéres duantiﬁables, le
développement de I'épidémie. Pendant 2 années consécutives, il a ét¢ noté : la nature du feuillage, en

termes de qualité (proportion de différents stades foliaires) et quantité (densité foliaire globale); la



proportion de feuillage infecté et selon quelle intensité, la quantité de spores piégées dans les eaux de
ruissellement (tous les 3 jours), la pluviométrie.

Les résultats obtenus montrent l'installation de la maladie sur le feuillage immature, lorsque celui ci est
émis pendant la petite saison des pluies (avril-juin). Le développement du parasite est d'abord lent et
discret, pendant une phase de 7 a 15 jours aprés les premiéres poussées foliaires, puis se produit
l'explosion épidémique. La quantité de feuillage infecté¢ dépasse alors fréquemment 50% et les
destructions de feuilles sont massives. Le taux d'inoculum diss€miné par la pluie progresse rapidement
de 102 sp/ml a 10° sp/ml voire 10° sp/ml.

En juin, avec la maturation du feuillage, le taux de maladie décline pour croitre a nouveau en octobre-
novembre, si de nouvelles feuilles sont €émises lors du retour des pluies.

En fin d'année, avec la chute des feuilles et des conditions de relative sécheresse, la maladie disparait.
Un inoculum résiduel continue toutefois d'étre piégé dans les eaux de pluies (10* sp/ml), constituant la

source du cycle épidémique suivant.

Dans le méme temps, et selon les mémes critéres, est évalué I'impact d'un traitement défoliant comme
méthode de lutte.

Appliqué en janvier, le traitement provoque une défoliation rapide et brutale qui va stimuler la
refoliation. Elle est alors plus précoce que la refoliation naturelle et le feuillage se reconstitue avant
l'arrivée des pluies propices a I'anthracnose.

Les résultats obtenus détaillent ce processus et montrent comment l'inoculum reste dans ce cas & un

taux réduit, n'excédant pas 10* sp/ml pendant la période favorable a la maladie.

2- Dissémination.

En complément de ces travaux de suivi, une étude de la dissémination in situ de C. gloeosporioides est
réalisée. Sur un terre plain dégagé de la plantation est installé un dispositif en maille (7,5 m x 7,5 m)
de jeunes plants d'hévéa, récemment recépés et en cours de refoliation. Les jeunes feuilles saines en
cours d'émission, observées tous les jours, sont utilisées comme révélateur de la présence du parasite.
Ce dispositif, au cours de 3 expérimentations distinctes, révele les possibilités de dissémination de C.
gloeosporioides sur plusieurs dizaines de metres et une période d'incubation aussi courte que 4-5 jours.
Le splashing, a lui seul, ne peut rendre compte d'un tel mouvement. Les actions combinées de la pluie

et du vent sont suspectées pour expliquer cette observation.

3- Sources d'inoculum.

Des travaux d'isolements montrent la trés grande multiplicité des sources potentielles d'inoculum.
Pratiquement tous les organes aériens - fruit, pétiole, pédoncule, fleurs, rameaux,” feuilles - sont
susceptibles d'étre infectés par le parasite qui se développe apres attaque nécrosante, supportant une

sporulation intense.



Dans certains cas, la sporulation du parasite a été obtenue a partir d'organe sans nécrose et désinfecté
en surface (ébauche de fruit, rameaux). Cette observation pourrait signifier I'existence d'une forme
systémique ou quiescente de C. gloeosporioides, susceptible d'infecter de nombreux tissus.

Dans tous les cas, l'activation des sources est déclenchée en conditions d’humidité saturée, provoquant

une sporulation intense sous forme d'acervules, persistant pendant plusieurs jours.

4- Etude du pouvoir pathogéne de C. gloeosporioides.

L'objectif de I'étude est ici double et cherche a répondre aux deux questions suivantes:
toutes les sources potentielle d'inoculum sont-elles effectivement impliquées dans 1'épidémie
foliaire de I'hévéa? En d'autres termes, toutes produisent elles un inoculum infectieux sur feuilles?
Parmi les souches pathogéne des feuilles, peut on distinguer différents pathotypes?
Pour répondre a ces interrogations, de nombreuses souches d'origines variées ont été isolées,
multipliées et inoculées, en conditions standard, sur des jeunes feuilles sensibles (stade B). Pour la
lecture des résultats, deux échelles de notations sont définies: l'une sur l'intensité d'attaqiie, traduisant
la qualité et la quantité de symptomes, l'autre sur la sporulation, évaluant la quantité d'acervules
produits.

Analyse des sources d'inoculum.

Les résultats obtenus montrent, d'une part, 'hétérogénéité des symptomes provoqués par une méme
souche: a partir d'un méme inoculum, différentes classes de symptomes sont obtenus, depuis la
résistance totale jusqu'a la compléte sensibilité. D'autre part, on constate les aptitudes différentes des
souches, selon l'organe dont elles sont issues, a provoquer des symptomes sur feuilles: les souches
prélevées sur feuilles (de tout stade, B, C et D), de boutons floraux ou d'ébauches de fruits s'avérent
majoritairement pathogénes et agressives sur fruits ; a l'inverse, les souches issues de pétioles,
rameaux et fruits sont rarement pathogénes et peu agressives sur feuilles.

Ce résultat met en évidence la diversité de la population de Colletotrichum spp. de I'hévéa. Les
souches présentes sur l'arbre ne sont pas toutes €galement parasites des feuilles et ne participent donc

pas également a I'épidémie d'anthracnose foliaire.

Etude de la spécialisation parasitaire.

Au cours de tests successifs, des souches prélevées sur de jeunes feuilles de différents clones sont
inoculées sur une gamme d'hétes.

Un test complet a pu étre conduit avec 5 souches et 9 clones différents. Il révele la pathogénicité de
toutes les souches testées sur I'ensemble des 9 clones. Des différences significatives d'agressivité sont
notées, ainsi qu'une interaction génotype x souche.

Ce résultat laisse penser a des différences de résistance générale parmi les génotypes d'hévéa testés et

a une possible spécialisation parasitaire de l'agent pathogéne.



5- Paramétres de I'infection.

Au cours de 2 expériences, les actions combinées de 2 parameétres: la durée d’humectation aprés
inoculation et la concentration en spores de l'inoculum, sont étudiées pour préciser leurs capacités a
moduler l'expression de la maladie.

On constate ainsi que:

en dega de 10’ sp/ml, linoculum est relativement inefficace pour permettre l'installation du

parasite,

de 10’ sp/ml & 10° sp/ml, la quantité de symptomes croit avec la concentration de l'inoculum et la

durée d'humectation.

On remarque par ailleurs, une cinétique accélérée d'apparition des symptdmes lorsque la période

d'’humectation initiale augmente.

Ce résultat traduit I'importance de I'eau libre comme parameétre régulant l'installation (pénétration -
développement des colonies) du parasite. Il montre aussi I'importance de la concentration en spores de

I'inoculum qui détermine, pour une part, la quantité finale de symptomes.

6- Diversité moléculaire.

L'étude porte sur une série d'échantillons provenant du Cameroun, du Gabon, de Céte d'Ivoire et
d'Indonésie. Elle s'appuie sur l'analyse de la diversit¢ de marqueurs RAPD et des ITS (profils de
restriction et séquengage).
On constate la grande diversité exprimé au sein de chaque échantillon, mais aussi la différentiation de
chacune des sous populations en fonction de leur origine géographique.
Deux situations particuliéres sont révélées:
le groupe constitué des souches indonésiennes est trés distant (différent) des souches africaines.
L'analyse comparative des ITS montre un fort pourcentage de dissemblance (11%) entre les 2
continents. Ces résultats plaident pour des espéces différentes de Colletotrichum en Indonésie et
en Afrique de l'ouest.
I'ensemble des souches ivoiriennes est pratiquement uniforme, constitu¢ de 2 haplotypes
génétiquement proches. Cette homogénéité quasi clonale est surprenante et appelle une nécessaire
confirmation sur un échantillon plus étendu et plus fiable que celui disponible. Si le résultat est
avére, il pourrait étre mis en relation avec le contexte épidémiologique original de la Cote d'Ivoire

ou l'anthracnose est de faible importance en raison d'un contexte défavorable (phénologie -

climatologie).



IV. C. gloeosporioides - Caféier.

(Nouméa, Montpellier ; D. Nandris, F. Pellegrin, D. Fernandez, S. Faugeron, M. Lourd et al.)

1- Epidémiologie.

Sur ce sujet, la démarche consiste a décrire, dans un premier temps, le contexte épidémiologique de 16
sites différents, préalablement caractérisés selon les paramétres de l'environnement (sol, climat). Dans
un second temps, une approche statistique (base de données Oracle, logiciel ADE pour l'analyse

triadique) permet de modéliser les inter-relations entre les différents paramétres et d'identifier ceux

d'entre eux qui expliquent au mieux le développement des maladies du caféier.

La majeure partie des travaux réalisés a Nouméa concemne |'étude de la dynamique spatio-temporelle
des épidémies. En matiére d'anthracnose, la distribution, la pérennité et la sévérité des attaques de ce
pathogene ont été précisées pour la zone caféicole. Les infections foliaires sont les plus fréquentes et
constituent, dans certains cas, une contrainte significative pour la croissance des caféiers. Le
phénomeéne de die-back conceme certains sites dans lesquels, au terme d'un cycle cultural donné, la
proportion de rameaux morts est considérable. Bien que Colletotrichum gloeosporioides ait pu étre
fréquemment isolé de ces lésions apicales, les observations épidémiologiques permettent de relier la
mortalité de ces rameaux aux perturbations (d'ordre nutritionnel ?) consécutives aux séveéres
défoliations pathologiques provoquées par les attaques de rouille. De méme, dans les conditions néo-
calédoniennes, les attaques sur baies ne précédent que de peu le dépérissement des rameaux porteurs

dans ce cas, il y a donc lieu de penser que la contrainte pathologique sur les baies est peu fréquente.

11 est paradoxal de constater que les inter-relations entre pathogeénes, au sein du pathosystéme multiple,
sont réduites. Les données obtenues sur les cas (fréquents au demeurant) de co-infections infirment
une action synergique sur la progression de la maladie : quels que soient les pathogénes considérés, et
quel que soit l'ordre d'apparition sur un organe foliaire, la durée de cycle infectieux n'est pas
significativement modifiée pour autant.

A ce propos, on retiendra que l'agressivité du Colletotrichum a l'égard des feuilles de caféier est
apparue relativement faible. A titre d'exemple, dans certains sites, des feuilles fortement infestées par
ce pathogene (note sanitaire 4 ou 5, soit plus de 50% de surface foliaire nécrosée) parviennent chaque
année a survivre pendant plusieurs mois.

Ce type de comportement in sifu peut étre rapproché des nombreuses tentatives infructueuses de
réalisation d'infections artificielles. Ces observations et ces différents échecs contribuent a étayer l'idée
selon laquelle les souches de C. gloeosporioides existant dans les sites de caféiculture calédonienne ne
sont finalement que faiblement agressives. Ceci confére au C. gloeosporioides un role de pathogéne
opportuniste qui profite d'un état physiologique défaillant d'un caféier pour en infecter les organes

aériens. Compte tenu de la diversité des opinions au sujet d'une éventuelle corrélation entre le



comportement pathologique et la présence ou non de reproduction sexuée, il semble qu'une

vérification mériterait d'étre effectuée.

Le déterminisme de l'infection a cependant été élucidé. Certains facteurs édaphiques, climatiques ou
stationnels ont pu étre corrélés a l'émergence et au développement de ce pathogéne dans les
plantations de caféier. A cet égard, il est important de noter l'indépendance qui existe entre les trois
maladies, et par voie de conséquence, celle des facteurs qui les favorisent. La modélisation des
cinétiques de maladie a permis de préciser ce déterminisme : l'optimal de sévérité atteint au terme du
cycle cultural est sous la dépendance des caractéristiques stationnelles alors que la précocité
d'émergence de la maladie semble liée aux conditions climatiques. Ces enseignements sont

actuellement pris en compte pour élaborer un systéme de prédiction du risque de maladie.

2- Etude de la diversité moléculaire du parasite.

Cette étude concerne 4 des sites précédents auxquels s'ajoutent 1 site au Vanuatu et 1 site’en Papouasie
Nouvelle Guinée. Au total, elle regroupe 125 isolats.

L'analyse de marqueurs RAPD révele une forte diversité globale de I'échantillon (H = 0,45) et
l'absence de structuration géographique. Toutefois, ce résultat n'empéche pas de distinguer certaines
populations selon leur origine: apparaissent ainsi différenciées 2 des 4 populations de Nelle Calédonie
et la population de Papouasie Nelle Guinée. La situation est surprenante, d'autant qu'elle n'est associée
a aucun déséquilibre gamétique. Plusieurs explications sont avancées pour expliquer cette observation

dont, la plus probable, I'existence d'une reproduction sexuée.

V. C. lindemuthianum - haricot.
(Orsay ; C. Neema, M. Dron, J. V. Fabre, 1. Cattan, V. Jeffroy)

1- Analyse de la diversité génétique de Colletotrichum lindemuthianum en milieu cultivé:

Des isolats de C. lindemuthianum ont été collectés sur du haricot commun cultivé dans 4 aires
géographiques: Europe, Afrique de I'Est (Rwanda et Tanzanie), Mexique-Costa Rica et Pérou-
Equateur-Colombie. Ces 2 demiéres régions sont situées dans les 2 centres d'origine du haricot
commun: Mexique-Costa Rica pour le centre mésoaméricain, et Pérou-Equateur-Colombie pour le
centre Sud Andin. Les isolements ont été effectués a partir de gousses et de feuilles infectées, puis une

purification des souches a €té réalisée par des isolements monospores.

1.1- Analyse a l'échelle mondiale:

Un échantillon mondial de 131 souches a été analysé. Le pouvoir pathogéne des souches a été
testé sur le cultivar sensible La Victoire. Les souches ont ensuite été testées sur une gamme

différentielle de 8 cultivars de haricot commun possédant des génes de résistance spécifique connus et



utilisés en sélection variétale. Les 131 souches ont ainsi été testées et caractérisées en 15 pathotypes.
Un pathotype est prédominant (57,3%), il est mis en évidence dans les 4 régions étudiées. Ce
pathotype est non pathogene sur les 8 cultivars de la gamme et posséde donc les 5 génes d'avirulence
correspondants aux 5 génes de résistance connus.

Une analyse de restriction a été réalisée sur les 2 espaceurs internes transcrits (ITSI et ITS2)
de I'ADNr. Deux profils de restriction ont été mis en évidence chez les 131 souches testées; ces 2
groupes sont répartis dans les 4 régions étudiées. Par ailleurs, 'ADN des 131 souches a été amplifié
par RAPD, 10 amorces OPERON ont généré 127 produits d'amplification dont 122 sont polymorphes.
126 phénotypes RAPD ont ainsi été identifiés pour les 131 souches testées, mettant en évidence une
forte variabilité pour ces marqueurs moléculaires. Un indice de similarité¢ (Nei) a été calculé entre
chaque paire d'isolats, et la matrice de distances obtenue a permis de générer un dendrogramme entre
les différents isolats (analyse par UPGMA). Cette analyse permet de différencier les isolats testés en 3
groupes. Les isolats collectés en Europe et en Afrique sont dans le méme groupe que les isolats
collectés dans le centre d'origine sud andin (région Pérou-Equateur-Colombie). L'ensemble des
souches collectées dans le centre d'origine mésoaméricain (Mexique-Costa Rica) constitue un seul
groupe. La diversité génétique pour les marqueurs RAPD et pour la virulence a été¢ évaluée dans
chaque région par le calcul de l'indice de diversité de Nei. Les résultats montrent que le niveau de
diversité pour les marqueurs RAPD est le méme pour les 4 régions. Par contre, le niveau de diversité

pour la virulence est plus important dans la région Mexique-Costa Rica.

1.2- Analyse a l'échelle régionale et a I'échelle de la parcelle:

L'é¢tude de 51 souches isolées en Tanzanie a permis de révéler que sur une échelle
géographique restreinte, les populations de C. lindemuthianum sont diversifiées. Ainsi, les tests de
pouvoir pathogéne sur une gamme différentielle de 8. cultivars de haricot commun ont révélé six
pathotypes sur les 15 identifiés a I'échelle mondiale. Toutefois, 1'analyse du pouvoir pathogeéne révele
que 78% des isolats étudiés présentent le méme pathotype. Ces isolats sont avirulents vis-a-vis des
cinq genes de résistance étudiés. Cette importante proportion de souches avirulentes sur la gamme
différentielle suggere que les génes de résistance étudiés exercent une trés faible pression de sélection
(voire une pression de sélection nulle) sur les populations pathogenes du sud tanzanien. Nous ne
possédons pas d'informations quand aux résistances présentes chez les cultivars tanzaniens, cependant,
des études antérieures ont montré que la plupart des variétés de haricot cultivées en Afrique de I'Est (et
en particulier en Tanzanie) sont de type andin. Les cinq génes de résistance étudiés ayant une origine
méso-américaine, il n'est donc pas impossible qu'ils soient absents des cultivars tanzaniens.

Par ailleurs, l'analyse moléculaire révele un grand nombre de marqueurs polymorphes: 88,6%
des fragments amplifiés a l'aide de 10 amorces RAPD sont polymorphes, et 72.3% d'entre eux
présentent des fréquences alléliques supérieures a 0,10. La combinaison de ces marqueurs permet de

distinguer 50 haplotypes différents pour les 51 souches étudiées révélant une grande diversité



génétique. Enfin, les deux groupes ITS-RFLP 1 et II ont également été détectés dans cet

échantillonnage.

Au dela de l'analyse a I'échelle locale, une étude a I'échelle de la parcelle a pu étre réalisée. En
effet, parmi les 51 souches considérées dans cette analyse, 15 souches ont été prélevées sur du matériel
végétal provenant d'une seule parcelle. Les analyses moléculaires et de pouvoir pathogéne ont révélé
qu'a cette échelle, la population pathogene présente également de la variabilité. L'analyse RAPD a
révélé qu'au sein de cette parcelle, les isolats sont tous différents les uns des autres et peuvent
présenter de grandes dissimilarités. L'étude du pouvoir pathogéne a mis en évidence deux pathotypes

parmi les 15 souches étudiées. Ces deux pathotypes ont été isolés dans certains cas, sur la méme

plante.

2. Analyse des mécanismes de coévolution entre populations hétes et pathogénes.

L'étude des mécanismes de coévolution entre P. vulgaris et C. lindemuthianum a été entreprise
dans des populations sauvages collectées dans 3 pays situés dans les centres de diversité du haricot
commun: Argentine, Equateur et Mexique.

L'échantillon étudié est constitué de souches collectées en Argentine (49), en Equateur (29) et
au Mexique (50). Ces souches ont été testées pour leur virulence sur une gamme héte "internationale"
de 12 cultivars: 25 pathotypes ont été identifiés. Un seul pathotype est commun aux 3 régions; ce
pathotype est celui qui présente une résistance a tous les cultivars de la gamme. Tous les autres
pathotypes identifiés au Mexique n'ont pas été mis en évidence en Argentine ou en Equateur. Une
analyse de variance (AMOVA) a démontré que la répartition des pathotypes dans les 3 régions n'était
pas aléatoire,

La variabilité des souches pathogénes a également été étudiée pour des marqueurs
moléculaires. L'analyse de restriction sur les espaceurs internes transcrits de ' ADNr a mis en évidence
les 2 groupes ITS déja identifiés dans les populations cultivées. Les souches collectées en Argentine et
en Equateur sont monomorphes pour ce marqueur et appartiennent au groupe II. Tandis que les 2
groupes ITS sont identifiés chez les souches mexicaines. L'analyse RAPD réalisée avec 5 amorces a
permis d'obtenir 40 marqueurs polymorphes. Parmi ces marqueurs polymorphes 21 sont spécifiques au
Mexique et 4 a I'Argentine. Le niveau de diversité évalué par I'indice de Nei montre que le niveau de
polymorphisme au Mexique est plus élevé que celui en Argentine et en Equateur. Cependant, une
analyse de variance réalisée sur les phénotypes RAPD montre une différenciation entre les 3
populations pathogénes étudiées.

Ces résultats ont ainsi mis en évidence une différenciation des populations pathogénes pour

des marqueurs de virulence et pour des marqueurs moléculaires neutres. La structure génétique des



populations pathogénes correspond a la structure des populations hétes a I'échelle des centres d'origine

de la plante hoéte.

3- Etude de la résistance spécifique a l'anthracnose dans les populations sauvages de haricot commun.

L'étude de la variabilité pour la résistance dans des populations naturelles de haricot commun
fait état d'un polymorphisme important pour la résistance tandis qu'un faible polymorphisme est
observé pour des marqueurs moléculaires. La structure des populations hétes pour ces 2 types de
marqueurs n'est pas identique et ceci dans les deux régions étudiées: Mexique et Argentine. Par
ailleurs, en se basant sur la relation géne pour géne, nous avons mis en €vidence l'existence de
plusieurs "génes" de résistance a des souches exotiques et locales. La répartition de ces génes montre
une variabilité¢ intrapopulation importante et des phénotypes de résistance complexes a I'échelle de

I'individu.

4- Déterminisme génétique de la résistance a I'anthracnose:

\

L'analyse génétique de la résistance a l'anthracnose a été entreprise sur des lignées
recombinantes issues de parents provenant des 2 centres majeurs de diversité du haricot:
mésoamérique et andin. Plusieurs marqueurs moléculaires (RFLP) liés a la résistance ont ainsi pu étre

cartographié€s. Les résultats montrent une colocalisation de spécificités mésoameéricaine et andine.
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Remarques de synthese -

A. Diversité : approche biologique

Le cycle des Colletotrichum, inspiré de Waller (1992) et présenté au cours de I'ATP (fig. 1) fait la
synthése des potentialités biologiques du parasite a partir des études réalisées sur les différentes
espéces du genre. D'une part, il décrit un champignon susceptible d'effectuer treés rapidement son cycle
asexué sur les organes immatures de I'hdte et de générer ainsi des épidémies de grande ampleur.
D'autre part, il tient compte de l'aptitude des Colletotrichum a demeurer latents ou quiescents sur tissus
adultes, d'y étre discrets, sinon masqués, et de n'accomplir leur cycle que sur une longue période de
temps.

Ces caractéristiques sont la source d'un syst¢éme hote / parasite complexe qui intégre a la fois des
vitesses variables de développement du parasite - et donc de la maladie, et un fonctionnement
intermittent du pathosystéme, lorsque les tissus hotes ne sont "disponibles" que pendant un cours laps
de temps (cas des tissus en cours de maturation). Un tel systéme trouve son expression la plus élaborée
lorsqu'une méme espéce de Colletotrichum infecte, sur un méme hoéte, des organes divers a des stades
de développement différents, avec des durées différentes de latence et d'incubation. (Il est alors
difficile d'apprécier, dans sa globalité, I'ampleur exacte de la maladie, c'est a dire la quantité réelle de
tissus malade, et la cinétique de son développement.)

Mais aucun systéme de ce type n'a été, a notre connaissance, décrit dans le détail. S'il représente une
hypothése trés réaliste, compte tenu des informations actuelles sur la biologie des Colletotrichum, il
n'existe pas, pour une espéce donnée, d'é¢tude exhaustive de ses potentialités biologiques et des
parametres épidémiologiques afférents, qui permette d'écrire le cycle dans sa globalité, comme I'a
imaginé Waller.

Sans réaliser I'étude exhaustive nécessaire, les travaux de I'ATP apportent de nombreux compléments

sur la connaissance des cycles des espéces étudiées.
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De maniére connue, d'autres sources de complexité sont a prendre en compte dans les maladies a

Colletotrichum:

I'aptitude du parasite a se maintenir en saprophyte, discrétement, sur I'hdte méme ou sur des hotes

secondaires,
le parasitisme opportuniste des Colletotrichum qui souvent n'est source de maladie que sur un héte
affaibli ou stressé.

Nous verrons que I'ATP permet de préciser un niveau supplémentaire de complexité, non des

moindres, celui de la diversité des populations de Colletotrichum.

I - Les formes biologiques.

Waller résume ainsi les principales caractéristiques du genre Colletotrichum:
une latence courte sur tissus immatures, sites d'épidémie,
une latence longue sur tissus adultes,
des formes quiescentes sur fruits.

Les travaux de I'ATP permettent quelques remarques sur cette synthése.

La sensibilité des tissus juvéniles

Dans le cas des anthracnoses, mais pour tant d'autres maladies aussi, les tissus en croissance sont la
porte d'entrée du parasite. IIs expriment donc une résistance insuffisante pour stopper la progression de
I'agent pathogéne. Il est possible de nuancer ces propos:
les organes immatures de caféier apparaissent résistants a l'infection par C. gloeosporioides,
les tests de pouvoir pathogéne de C. gloeosporioides sur hévéa sont réalisés sur tissus foliaires
immatures. Ils révélent des différences de comportements, certains clones exprimant une
résistance marquée au parasite.
La résistance des tissus immatures n'est donc pas toujours nulle et est parfois suffisamment efficace
pour stopper, sinon réduire, la progression du parasite.
Mais malgré ces nuances, on peut admettre la grande sensibilité générale a I'anthracnose des tissus
juvéniles. Dans ce cas, sont-ils "tous" contaminés par le parasite? Si oui, la maladie s'exprime-t-elle
également sur tous les organes?
Les travaux sur hévéa et sur caféier (CBD) inciteraient a répondre par l'affirmative a la premiére
question. Pratiquement, tous les organes analysés se sont révélés porteurs du parasite.
Répondre a la deuxiéme question semble plus difficile. Sur hévéa, les jeunes feuilles sont intensément
touchées par le parasite qui peut les détruire. Les attaques sur boutons floraux et ébauches de fruits ne

sont pas aussi dommageables. Elles sont méme parfois masquées et n'apparaissent que tardivement,
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avec la maturation et la sénescence (il y a, dans ce cas, similitude forte des modéles fruits sur hévéa,
caféier et bananier). Un méme type de comportement est noté sur rameaux, pétioles et pédoncules.

Il apparait ainsi que selon l'organe immature considéré, la maladie s'exprime différemment. Trés
certainement, ce fait traduit des paramétres différents - physiologiques, trophiques - de l'interaction
selon l'organe héte. Sur fruit, il est acquis que I'interaction précoce conduit a la quiescence du parasite.
Sans exclure cette possibilité, il est envisagé, sur hévéa, que le parasite pourrait se développer

initialement selon un mode systémique de type biotrophe, définissant une nouvelle forme latente de la

maladie.

La résistance des tissus adultes.

La résistance des tissus adultes associée a une période de latence longue du parasite sont souvent
mentionnées.
La encore, quelques nuances peuvent étre apportées:
tous les Colletotrichum ne sont pas inféodés a des tissus immatures. C'est le cas, par exemple de
C. lindemuthianum sur haricot. Les travaux sur C. kahawae montrent aussi nettement l'agressivité
du parasite sur tissus différenciés (feuille, tige).
le suivi au champ de C. gloeosporiodes sur caféier décrit I'évolution de la maladie sur feuille
adulte.
Dans ces cas, c'est bien la sensibilité des tissus 4gés qui est avérée.
Le couple hévéa - C. gloeosporioides montre par ailleurs que 2 types de sensibilités peuvent étre
distingués sur feuille adulte: la sensibilité a l'infection et a l'installation des colonies, et la sensibilité a
la fructification du parasite. Avec la maturation des tissus foliaires, la sensibilité a I'infection disparait
(stade C et D, fig. 2). Les possibilités d'extension des nécroses initiales sont nulles, sinon trés faibles.
Il y a donc aussi blocage de la croissance du parasite. Mais ses potentialités de fructifications restent
fortes a partir des tissus préalablement colonisés. Ceci traduit I'existence d'une forme "rémanente" du

parasite, viable et capable de sporuler lorsque I'environnement devient favorable.

II- Les formes parasites.

Conscients des risques d'interférences de plusieurs populations de Colletotrichum sur un méme héte,
les travaux de I'ATP ont cherché a préciser cette hypothése.

Dans ce domaine, l'expérimentation de base est simple et consiste a vérifier le pouvoir pathogéne sur
organe cible des souches prélevées sur divers organes. Ce travail a été réalisé a des degré divers pour

les anthracnoses du bananier, des baies de caféier et des feuilles d'hévéa.
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C. musae - bananier.

Sur ce couple, on constate qu'avant d'atteindre le fruit, C. musae transite sur les piéces florales qu'il
contamine a partir des organes foliaires sénescents (bractées et feuilles; fig. 3). Mais ces organes ne
sont pas le site exclusif de C. musae. Dans 10% a 30% des isolements pratiqués, d'autres types de

Colletotrichum sont capturés, morphologiquement trés proches de C. musae, mais non infectieux sur

fruit.

Il est ainsi démontré que sur bananier, C. musae coexiste avec au moins une autre population de

Colletotrichum | non pathogéne, assimilé a C. gloeosporioides.

C. kahawae - caféier.

Sur caféier, la recherche d'un modéle biologique d'étude a donné lieu a de nombreuses inoculations
croisées entre des souches prélevées sur différents organes - toutes supposées cause de CBD - et
différents organes cibles. La figure 4 résume les résultats obtenus. Comme pour C. musae sur banane,
il est mon#ré que les souches infectieuses sur fruit proviennent de baies, mais aussi d'autres organes
aériens. Il est démontré, par ailleurs, que certaines de ces souches peuvent infecter les feuilles de tous
ages.

Mais toutes les souches isolées d'organes aériens ne sont pas infectieuses sur baies, alors qu'elles
infectent les feuilles ou I'hypocotyle de caféier. Dans certains cas méme, des souches isolées de baies
s'averent incapables de recontamination.

A 1'évidence, ces résultats traduisent:

soit le mélange de différentes population de Colletotrichum, non distinctes du point de vue
morphologique, mais différant par leur pathogénicité sur les différents organes de I'héte,

soit la trés grande hétérogénéité du pouvoir pathogéne de la population de C. kahawae.

C. gloeosporioides - hévéa.

Sur ce modele, I'étude des souches met en évidence des différences du pouvoir pathogene plus
quantitatives que qualitatives.

Les souches issues de fruits murs, de rameaux et de pétioles sont rarement infectieuses sur feuille, bien
qu'une part réduite de l'inoculum puisse générer des symptomes conséquents (fig. 5).

A l'inverse, les souches issues de feuilles, boutons floraux ou ébauches de fruit produisent un
inoculum majoritairement infectieux sur feuille, mais source aussi, parfois, d'attaques faibles.

Sans exclure totalement I'hypothése d'un mélange de souches aux affinités pour les feuilles plus ou
moins marquées, ces résultats font penser a une certaine "labilité" des souches: dans la mesure ol un
méme inoculum est susceptible de produire des symptomes hétérogeénes, on peut supposer la capacité

des souches a produire elles méme un inoculum hétérogéne, en évolution permanente.-

9
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Fig. 5: C. gloeosporioides sur hévéa
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Sans le démontrer explicitement, cet aspect dynamique peut €étre illustré par I'étude de l'interaction sur
fruit (fig. 6). En phase initiale, le bouton floral et le jeune fruit sont sensibles a l'infection par le
parasite qui produit, sur ces organes, un inoculum infectieux sur feuilles.

En phase intermédiaire, Ia sporulation sur fruit vert est interdite.

En phase finale, une sporulation intense est produite sur le fruit miir ou sénescent. Mais les spores sont
peu ou pas infectieuses sur feuilles.

Cette observation pourrait traduire la succession, dans le temps, de différentes souches de C.
gloeosporioides. Elle pourrait aussi démontrer I'évolution du pouvoir pathogéne des souches installées
au stade précoce.

Remarque: Ces considérations sont a rapprocher des observations faites sur C. kahawae et C.
lindemuthianum, décrivant la perte de pouvoir pathogéne de souches trop longtemps maintenues sur

substrat artificiel, et la réactivation du pouvoir pathogéne aprés inoculation sur plante.

Ces trois exemples mettent en évidence un premier degré d'hétérogénéité d'une population de
Colletotrichum sur un hoéte: il peut s'agir soit d'un mélange d'espéces, soit d'un complexe de ce qui
peut étre appelé "biotypes", exprimant des degrés divers de parasitisme (en particulier selon la nature

des organes qu'ils contaminent).

Cette situation est sans doute source d'erreur quant a la compréhension d'une anthracnose:
tout isolat n'est peut €tre pas le plus pertinent pour expliquer la maladie et permettre son étude, il
n'est peut €tre pas représentatif de la population pathogéne que l'on désire caractériser,
la labilité d'une souche peut conduire a la perte ou l'acquisition de nouveaux caractéres qui rendent

son étude complexe. Celle ci ne peut étre envisagée qu'avec des répétitions dans le temps pour

révéler I'évolution de l'isolat.
III - Tests d'évaluation et critéres différentiels.

Du constat précédent, il ressort la nécessit¢ de critéres ou de test différentiels précis et fiables

permettant de caractériser les souches. L'ATP en met en ceuvre de plusieurs types.

- Critéres trophiques.

Colletotrichum musae est distingué des autres Colletotrichum présents sur bananier par son type de

croissance sur milieu Mathur modifié.

Colletotrichum kahawae est détecté par son arrét de croissance a 30° C. Toutefois, ce test présente des

limites puisque des souches dont la croissance est inhibée a haute température ne sont pas pathogenes

sur baies.
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N



- tests de pouvoir pathogéne.

Ces tests sont les plus lourds et les plus complexes a mettre en ceuvre. Ils sont aussi parfois difficiles a

interpréter. Quatre des cinq modeles de I'ATP ont eu pour objectifs de définir ou d'améliorer ces

procédures.

C. musae - bananier.

La contrainte majeure pour l'é¢tude de cette interaction est le long délai séparant inoculation et
symptomes, ceux-ci n'apparaissant qu'aprés maturation du fruit. Un des résultats des travaux
accomplis est d'étre maintenant capable de s'affranchir de cette attente en provoquant prématurément
le mirissement par un traitement a I'éthyléne. La maladie est alors révélée rapidement. Les travaux en

cours visent & quantifier les symptomes pour mettre en évidence des différences de comportements.

C. kahawae - caféier.

Avec ce couple, la difficulté réside dans la non disponibilité permanente des baies et I'évaluation des
interactions ne peut étre développée au rythme souhaité.

Le modele est donc a la recherche de solutions alternatives en développant des tests sur feuilles ou

hypocotyle.

En I'état, ces tests génerent des résultats encore trés variables et une nécessaire amélioration est en

cours.

C. gloeosporioides - hévéa.

Pour I'étude de ce modéle, un test d'inoculation sur jeune feuille a été mis au point. Bien que
nécessitant un effort de gestion de la plante (recépages échelonnés, grande surface de serre) l'obtention
de matériel végétal est possible en permanence et permet la réalisation du test en routine. Il a ainsi été
possible de caractériser le pouvoir pathogéne de C. gloeosporioides sur feuille et de distinguer des

différences de comportements des souches.

C. gloeosporioides - caféier.

Dans ce cas, la tentative pour définir un modéle biologique d'étude s'est révélée infructueuse: le
parasite est demeuré réfractaire a toute inoculation et il n'a pas été possible de provoquer
artificiellement l'infection de divers organes de ['hote.

Il est probable que cet échec soit dii au manque de connaissance sur le cycle de C. gloeosporioides sur

caféier et a des particularités encore inconnues du parasite - organe cible, mode de contamination -

conditionnant son parasitisme.



Remarque: Pour mémoire, rappelons I'existence d'un test élaboré d'évaluation du pouvoir pathogene de
C. lindemuthianum sur haricot. Fruit d'un travail entrepris de longue date, ce test repose sur
l'utilisation d'hétes différentiels possédant des genes de résistance spécifique a l'anthracnose. Ce test a

été utilisé pour les travaux inscrits dans 'ATP.
IV - Diversité du pouvoir pathogéne.

Il a déja été décrit que le pouvoir pathogéne de Colletotrichum pouvait s'exprimer & des degrés
variables. Dans le paragraphe I, nous avons exposé un premier degré de diversité: l'espéce considérée
est parasite de nombreux organes de I'héte; mais elle n'est pathogeéne que sur un nombre réduit d'entre
eux.

Un deuxiéme niveau de diversité doit étre considéré, celui de la capacité a générer plus ou moins de

symptomes sur un organe donné de I'h6te, en général celui d'importance économique. Trois des

modeles de I'ATP abordent cette étude.

C. gloeosporioides - hévéa.

Un des tests effectués est particulierement démonstratif: il réalise I'inoculation de 5 souches foliaires
du parasite sur les jeunes feuilles de 9 clones d'hévéa. Il permet de mettre en évidence la virulence de
toutes les souches testées sur l'ensemble des clones, mais a des degrés différents d'agressivité. Une
interaction significative clones x souches est aussi détectée.

Sur la gamme de clones testés, il n'y a donc pas manifestation de résistance totale. Seuls des degrés
divers de résistance générale sont exprimés. Il est intéressant toutefois de remarquer que malgré ce
schéma de relations, différents niveaux de spécialisation du parasite s'expriment, comme le révele

I'interaction significative clones x souches.

C. kahawae - caféier.

L'étude du pouvoir pathogéne est abordée ici avec le test hypocotyle. L'analyse détaillée des
observations est en cours, mais les premiers résultats indiquent nettement la virulence systématique

des souches testées. Comme pour le modeéle hévéa, ces souches ne différeraient que par leur

agressivité.

C. lindemuthianum - haricot.

L'étude porte sur un échantillon de 51 souches originaires de Tanzanie. Leur inoculation sur gamme
d'hotes différentiels révele la présence de 6 pathotypes distincts (parmi les 15 références mondiales),

bien que l'échantillon soit constitué pour une grande part, 78%, d'un méme pathotype avirulent.
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Sur ce modeéle, la diversité du pouvoir pathogéne du parasite peut étre considérée comme forte,

associée a un degré marqué de spécialisation.

V. Conclusion

Selon l'ensemble de ces considérations, quelle réalité peut on donner a la notion d'unicité du genre

Colletotrichum?

Des modéles ressemblants.

Les potentialité biologiques du genre sont nombreuses, qui lui conférent un pouvoir d'adaptation fort.
Elles lui permettent de se développer selon des processus et des contextes trés divers. L'ATP montre
que ces potentialités sont communes aux différentes espéces étudiées. Toutes sont capables d'infecter
les différents organes de I'h6te et d'y réaliser leur cycle selon des modalités identiques.

Par ailleurs, la plupart des travaux de 'ATP mentionnent, et souvent précisent, l'importance de I'eau
libre dans la réalisation du cycle biologique des Colletotrichum. Sous forme de pluies, mais aussi de
rosée et de brouillard, l'eau intervient a chaque étape du cycle: infection, colonisation des tissus hotes,
induction de sporulation asexuée, libération des conidies et dissémination.

elon ces remarques, il y a indéniablement la preuve d'une unité des modéles étudiés.
Sel L il d bl tl d' té d déles étud

Des dissemblances apparentes.

Associée a l'eau, on soulignera que le type de cultures peut étre un paramétre important de

I'épidémiologie des anthracnoses:
sur basse culture, généralement annuelle, I'eau assure la dissémination par splashing sur de courtes
distances; la remontée de I'inoculum primaire depuis les débris contaminés du sol est possible.
sur haute culture, pérenne, le ruissellement assure une dissémination descendante. Les gouttes
chargées de spores peuvent étre prises par le vent, fractionnées et entrainées sur de longues
distances. Ici, la dissémination horizontale joue un réle efficace dans le développement de
I'épidémie. A noter aussi, sur ces cultures, le réle peu probable d'un inoculum ascendant depuis la
litiére.

Ces observations montrent des différences épidémiologiques parmi les anthracnoses. Mais elles sont,

dans ce cas, indépendantes de la biologie du parasite et ne sont imputables qu'a la nature de I'hdte.

Des modéles opposés.

L'ATP illustre ou détecte des pathosystémes complexes. Alors qu'elle cherchait a préciser le cycle
infectieux des divers parasites, elle a permis de reprendre en compte l'ensemble des processus
décrivant la maladie. Il est vite apparu que ceux ci étaient multiples et concernaient des formes non

nécessairement égales de l'agent pathogene. L'étude démontre ainsi I'existence, sur un méme hote, soit
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d'un mélange de plusieurs populations de Colletotrichum différents, soit d'une population unique, mais

trés hétérogene.

Il est fréquent, dans ce mélange, que les populations different entre elles par la nature des organes

qu'elles infectent et par le degré d'agressivité qu'elles manifestent alors. L'organe hGte apparait ainsi

comme une source de pression de sélection a l'origine des formes adaptatives du. Selon cette
hypothése, on peut appréhender le processus d'adaptation de certains Colletotrichum:

- C. gloeosporioides, sur hévéa, serait en cours de spécialisation. Certaines souches sont déja
adaptées aux organes foliaires et expriment un pouvoir pathogéne accentué. D'autres restent
"polyphages" et contaminent de nombreux organes différents a des degrés divers. D'autres encore,
semblent suivre un chemin divergeant et se spécialisent sur fruits (voir fig. 5).

- les modéles bananier et caféier (CBD) semblent procéder d'un type commun: bien qu'elles soient
capables d'infecter divers organes aériens de I'héte et d'y étre associées, en mélange, avec d'autres

groupes de Colletotrichum, seules les espéces musae et kahawae sont infectieuses sur fruits.

Mais a l'opposé de cette situation, on trouve l'exemple de C. lindemuthianum. Ce parasite est
"polyphage" et attaque sans distinction les rameaux, feuilles et fruits de haricot. C'est aussi sur ce
modele que la spécialisation parasitaire est la plus €laborée, puisqu'elle se comprend sur la base du

systéme geéne pour gene.

De ce constat, qu'il ne sera pas tenté d'expliquer ici, il ressort que les Colletotrichum peuvent exercer
leur parasitisme sur différents modes, apparemment selon différentes stratégies adaptatives, révélant

ainsi les limites de l'unicité du genre.



Caractéristiques et principaux résultats des analyses moléculaires sur les différents pathosystémes étudiés au cours de I'A.T.P. Anthracnoses tropicales

(populations
sauvages)

Pathosysteme Echantillonnage | Nbre de | Marqueurs Etude du Diversité (/4 Nei) | Reproduction Structuration (£, )
(nbre de souches | (nbre de pouvoir sexuée '
populations) marqueurs) | pathogene

C. gloeosporioides | Régional (6) 125 RAPD (38) | non 0,45 (global) Glomerella F;,=0,27 (global)

/ caféier Parcellaire (2) VCG (9) pathogénes | 0,24 - 0,46 cingulata

Pas de déséquilibre
de liaison
C. gloeosporioides | Continental (2) |47 RAPD (124) | non 0,29 (global) - F,=0,55 (global)
/ hévéa Régional (4) ITS-RFLP 0,001 - 0,26
Séquences

C. gloeosporioides | Parcelle (1) 3 RAPD (65) | non - ? -

/ bananier Séquences pathogenes

C. kahawae / Régional (2+8) | 113 RAPD (299) | oui 0,23 (global) non F,=0,92 (global)

caféier VCG (2) 0,01 - 0,07

C. lindemuthianum | Continental (4) | 171 RAPD (121) | oui 0,27 ? F5=0,15 (global)

/ haricot Régional (3) ITS-RFLP 0,25-0,37

C. lindemuthianum | Continental (3) | 128 RAPD (43) |oui 0,17 ? 0,05 < Fy, < 0,58

/ haricot Régional (10) ITS-RFLP 0,02-0,17




B. Diversité : approche moléculaire

Le tableau ci-contre récapitule les caratéristiques de chacun des modeles étudiés ainsi que les
principaux résultats des analyses moléculaires. Ces études ont €té réalisées sur différentes échelles
géographiques: au niveau de parcelles, de régions ou de continents. Pour chaque modé¢le, c'est
I'approche RAPD qui a été favorisée et complétée par d'autres techniques (VCG, ITS-RFLP ou
séquencage). Une analyse du pouvoir pathogéne a pu étre réalisée notamment pour C. lindemuthianum
/ haricot et C. kahawae / café. Deux populations fongiques se sont révélées non pathogénes sur les
plantes d'ou elles ont été prélevées: C. gloeosporioides / café et C. gloeosporioides / banane. Il ressort
de ces études que quelque soit le modele considéré, les populations de Colletotrichum spp. présentent
au global des indices de diversité relativement importants. Cependant, les résultats des analyses
effectuées a I'échelle régionale ou locale se révélent trés différents et résultent de différences dans la

composition, la structure et la dynamique des populations.
I- Colletotrichum gloeosporioides

La trés grande diversité observée pour les populations de C. gloeosporioides suggére soit que
des événements de recombinaison ont eu lieu au sein de ces populations, soit qu'elles sont constituées
d’'un complexe d’espéces (ou de sous-espéces). Les données de séquengage des ITS confortent cette
derniére hypothese: les isolats prélevés sur les piéces florales de bananier et sur les feuilles d’hévéa
appartiennent a distincts phyla génétiques. Il en est de méme pour les isolats prélevés sur caféier au
Cameroun et les observations réalis€es sur les populations de Nouvelle Calédonie semblent

concordantes. Il conviendrait cependant de vérifier par séquengage I'hétérogénéité de ces populations.

S'il est généralement reconnu que C. gloeosporioides présente une grande diversité
morphologique en culture in vitro, ces études démontrent les limites de ces caractéres en tant que

critéres d'identification. le recours aux marqueurs moléculaires tels que les séquences d'ITS ou les
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profils de restriction devrait permettre de différencier plus précisément les isolats répertoriés comme
C. gloeosporioides. Trois couples d'amorces SCARs permettant de distinguer les deux especes du

complexe pathogéne de I'hévéa sont dors et déja disponibles.

Enfin, des isolats appartenant au méme phylum génétique ont été prélevés sur différentes
plantes hotes. Il semble donc que les isolats de ces groupes génétiques présentent un faible degré de
spécialisation parasitaire et un large spectre d'hdte ce qui constitue un important risque phytosanitaire
pour ces cultures. Des tests d'inoculation croisés devraient €tre réalisés afin d’estimer I'importance de

ce risque.
II- Colletotrichum lindemuthianum et C. kahawae

A T'inverse de C. gloeosporioides, les especes C. lindemuthianum et C. kahawae présentent un
degré de spécialisation parasitaire important. En particulier, les populations de C. lindemuthianum
isolées de haricots sauvages sont adaptées aux populations hétes dont elles sont issues. Pour les
populations isolées de haricots cultivées, & un groupe génétique déterminé par ITS-RFLP semble
correspondre un pathotype multi-avirulent alors que le second groupe d'isolats présente une grande
diversité pathotypique. Ces groupes pourraient étre corrélés aux génotypes andin ou méso-américain
de haricot. L'importante diversité observée dans ces deux populations ainsi que la faible proportion de
loci en déséquilibre de liaison indiquent que des événements de recombinaison génétique pourraient
exister. Toutefois, aucune forme sexuée du champignon n'a pu étre mise en évidence que se soit au

laboratoire ou aux champs.

Les populations de C. kahawae présentent également une grande spécialisation sur leur plante
héte: elles ne peuvent infecter que les baies a certains stades de leur développement. Des études
antérieures ont montré 'homogénéité génétique des populations de C. kahawae. A I'inverse, ces
travaux ont mis en évidence que deux populations distinctes mais génétiquement trés proches avaient
évolué indépendamment I'une en Afrique de I'est, I'autre en Afrique de I'ouest. Par contre, dans ces
régions, les populations pathogénes ne sont que trés peu diversifiées. Le Kenya ne constitue donc pas
un centre de diversité pour C. kahawae contrairement aux hypothéses précédemment formulées. De
méme, les populations camerounaises n'ont pas été fondées a partir de migrants provenant des
populations kenyanes. [l conviendrait de déterminer le centre de diversité de C. kahawae qui pourrait
se localiser dans les hauts plateaux d’Ouganda. De méme, il est probable que la population ancestrale a
partir de laquelle les populations actuelles auraient évolué soit inféodées sur une autre espéce de
Coffea (C. eugenioides en particulier). Ces observations pourraient avoir d'importantes répercussions
sur les programmes d'amélioration génétique du caféier actuellement en cours s'il s'avérent que les

populations pathogenes sont également différenciées pour leur agressivité.
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C. Conclusion, perspectives.

Avec en perspective la mise au point de méthodes de lutte contre les anthracnoses, 'ATP souligne
I'importance de 2 voies de recherche : I'étude de la diversité du parasite, nécessaire a la lutte génétique,
et I'étude du fonctionnement des pathosystémes, capables de fournir des solutions intéressantes de lutte

raisonnée sur le terrain.

I. Diversité et complexité des populations de Colletotrichum spp.
En confrontant plusieurs modeles d'anthracnoses, I'ATP illustre la trés grande diversité des situations
- biologiques rencontrées et, fréquemment, leur non moins grande complexité. Difficile a appréhender

de maniére synthétique, on peut tenter de la représenter ainsi

Parasite inféodé a un organe
27,34

Un organe Une espece
Maladie < @), @), @Y >< ), 3), (4) Forme polyphage
Symptdme (0.
ymp Une plante Un complex
1.7 d'especes Forme saprohyte
27 (1), (). @)
(1) C. lindemuthianum Formes en mélange ou seules,
@) C glocosporioides (hévéa) sur d'autres organes de la plantes,
(3) C. musae sur hotes secondaires,

(4) C. kahawae sur des débris végétaux
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La maladie concerme un organe de la plante ou la plante entiére. Elle est causée par une espéce
identifiée ou par ce qui peut étre supposé comme un complexe d'espéces parasites (dans ce cas, il n'est
pas surprenant que ce soit l'espéce C. gloeosporioides qui soit impliquée : elle est la moins caractérisée
du genre et, par voie de conséquence, la moins spécifique et la plus fréquemment évoquée pour rendre

compte d'un symptome). Comme parasite, ces espéces peuvent étre inféodées a un organe de la plante

ou plus ubiquiste sur I'hn6te. Comme saprophyte, elles peuvent éwe détectées sur l'ensemble de la

plante hote, associée a des formes non parasites.

Répondant sans doute a cette diversité de situations, I'ATP révéle, a une exception prés - C. kahawae /
caféier - une grande diversité génétique au sein des populations de Colletotrichuni spp.

En d'autres termes, ces résultats montrent la difficulté qu'il y a, dans de nombreux cas, pour relier le
symptdme a la forme parasite véritablement responsable de la maladie, et préciser son degré de

spécialisation parasitaire. Cette étape est cependant nécessaire pour aborder la lutte génétique.

A cet effet, 'ATP montre la nécessité et I'importance d'outils fiables et efficaces de caraetérisation des
souches : il faut pouvoir distinguer et classer les isolats entre eux pour une analyse correcte du
pathosystéme (distinction entre forme saprophyte et forme parasite) et la mise en place de tests de
sélection pour la résistance.
Deux outils sont proposés dans le cadre de ces travaux : la caractérisation moléculaire et le test
d'évaluation du pouvoir pathogéne. Les premiers résultats acquis sont prometteurs : I'outil moléculaire
permet le classement et la comparaison des isolats ; sur hévéa, le modéle biologique mis au point
permet l'étude des souches.
Il est important que ces outils soient améliorés ou adaptés a d'autres modéles dont I'étude est moins
avancée:
diversifier l'outil moléculaire : l'emploi des RAPD n'est peut étre pas le plus adapté au
Colletotrichum et il faut confirmer les résultats obtenus par l'utilisation d'autres méthodes.
rechercher et définir les meilleurs tests d'évaluation du pouvoir pathogéne pour la caractérisation
des souches.
Ces outils permettront d'aborder I'étude des populations de Colletotrichum spp. et de distinguer les
souches ou les sous populations dont I'étude est la plus pertinente pour les recherches sur la sélection
de matériel résistant et la compréhension des pathosystémes. Plus particuliérement, I'outil moléculaire,

ainsi complété, favorisera I'étude comparative des différentes espéces étudiées.

II. Etude du fonctionnement des pathosystémes.

Indépendamment des travaux sur la diversité des populations pathogenes, 'ATP confirme l'intérét de

I'étude épidémiologique des pathosystémes.
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I1.1. Etude et description du monocycle infectieux.

L'étude et la description du monocycle infectieux permet, dans certains cas, de définir des solutions de
lutte contre la -:naladie. Deux des modéles de I'ATP - hévéa et bananier - ont réalisé et mis a profit
cette approche. Dans le premier cas, la technique de défoliation artificielle induit une refoliation
précoce en saison séche peu propice a la maladie. Il y a découplement des cycles du parasite et de
I'hote, qui est ainsi placé artificiellement en situation d'esquive (escape).

Dans le second cas, I'élimination des sources d'inoculum (par épistillage) permet une réduction

considérable du nombre d'infections sur fruit et confére un taux de protection efficace.

I1.2. Caractérisation de I'environnement épidémiologique.

Procédant de la méme démarche, mais de maniere synthétique et globale, I'¢tude du pathosysteme C.
gloeosporioides / caféier est aussi susceptible d'apporter des éléments de lutte : elle décrit les contextes
favorables & la maladie, permettant la définition d'un risque sanitaire utile pour décider du site

d'implantation de la culture et de son mode de conduite (recommandation variétale, ombrage,

densité...). .

A petite ou grande échelle, I'étude du fonctionnement des pathosystémes est donc susceptible
d'apporter des solutions de lutte. Aussi est-il pertinent de les poursuivre sur des modéles dont le cycle
biologique n'est pas totalement élucidé. Dans le cadre des travaux de 'ATP, on pensera, en particulier,

aux anthracnoses du caféier (C. kahawae et C. gloeosporioides).

II1. Conclusion.

Aborder I'étude des anthracnoses en comparant des modeles différents est indéniablement source
d'avantages : des échanges méthodologiques sont possibles ; l'importance d'un résultat est évaluée
rapidement par référence aux autres modeéles qui servent alors de guide ; la compréhension du parasite
est globale.

Selon cette approche, I'ATP décrit des pathosystémes sophistiqués qu'il est parfois encore difficile
d'appréhender simplement. Mais elle a permis de définir et dans certains cas mettre en ceuvre les outils
qui permettront leur étude. La maitrise de ces outils est un atout qui permettra d'aborder I'étude
d'autres anthracnoses, absentes de I'ATP, mais tout aussi importantes comme I'anthracnose des

agrumes, manguiers, avocatiers ou des céréales tropicales.
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