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Avant-propos

Les travaux presentés dans ce mémoire ont été conduits en partie au Guatemala dans les structures
d’ANACAFE et sur différentes plantations privées. Ces travaux de nématologie ont été développés dans le
cadre de I’accord régional de coopération entre le CIRAD et I'EICA/PROMECAFE (Programa Regional de
Cooperacion para la Modernizacion de la Caficultura en America Central). En France, les travaux ont été
réalisés a I’unité de Nématologie du laboratoire PHYTROP du CIRAD-AMIS et a I’unité de Nématologie
de I’IRD au Muséum d’Histoire Naturelle de Paris.

Mes remerciements vont en premier lieu a Monsieur Jean-Louis SARAH, sans qui cette theése
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Je le remercie enfin de ne pas avoir perdu patience dans cette aventure de longue haleine et de m’avoir
soutenu jusqu’a la concrétisation finale de cette these.

Je remercie vivement Monsieur Pierre BAUJARD pour m’avoir recu dans son laboratoire au
Muséum d’Histoire Naturelle de Paris et pour m’avoir initié a la systématique du genre Pratylenchus. Je lui
suis tres reconnaissant de m’avoir fait partager ce monde fabuleux de la microscopie électronique qui m’a
permis de découvrir ces chers Pratylenchus dans leur plus grande intimité. Je le remercie donc pour avoir
rendu possible cette premiére approche taxinomique des populations de I’étude et pour ses conseils trés
précieux sur la biologie des Pratylenchidae. C’est donc pour moi un grand plaisir de le voir participer dans
mon jury de these en qualité de rapporteur.

Je tiens & manifester toute ma gratitude a Monsieur le Directeur de I'ENSAR Pierre THTVEND pour
m’avoir permis de réaliser cette thése au sein de cette Ecole ainsi que ma profonde reconnaissance a la
Direction Scientifique de PENSAR : Monsieur Jacques MALLARD et Madame Marie-France GAILLARD
pour leur disponibilité et leur extréme gentillesse.

J’adresse mes plus vifs remerciements a Monsieur Denis DESPREAUX, en tant que Directeur
Scientifique puis Directeur du CIRAD-CP pour m’avoir permis de finaliser cette thése malgré les contraintes
et engagements de collaboration avec nos partenaires.

Je suis tout particulierement reconnaissant aux deux chefs du Programme Café du CIRAD, Messieurs
Dominique BERRY et Daniel DURIS qui m’ont soutenu tout au long de cette entreprise et m’ont donné les
moyens de mener a bien ces études. Je remercie de plus Monsieur Dominique BERRY pour participer a ce
jury de these en apportant sa grande expérience sur la caféiculture et la protection intégrée des cultures.

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance et amitié a Monsieur Bernard DECAZY grace a qui tout
a commencé et a qui je dois d’étre au CIRAD. Je le remercie de m’avoir si chaleureusement accueilli au
Guatemala et de m’avoir patiemment conseillé lors de mes premiéres activités de jeune chercheur coopérant,
profane en milieu caféicole. Je lui dois également de m’avoir orienté avec J.L. SARAH vers la réalisation
de ce travail de thése.

Je remercie Monsieur Xavier MOURICHON, chefdu Programme de Protection des Cultures, pour
avoir accepté de me recevoir au sein du Département CIRAD-AMIS.

Je remercie vivement Monsieur Jean-Sébastien PIERRE, en tant que Directeur de la Chaire de
Zoologie Appliguée de ’ENSAR puis comme Professeur a I’Université de Rennes I, pour avoir bien voulu



diriger cette thése. Je lui suis de plus trés reconnaissant pour ses précieux conseils dans I’approche
mathématique des phénomenes biologiques étudiés dans ce travail.

J’adresse toute ma gratitude a Monsieur Michel LE NORMAND pour avoir accepté de diriger cette
thése a ses débuts.

Je tiens a remercier Monsieur Larry DUNCAN, Professeur a PUniversité de Floride, pour I’honneur
gu’il me fait d’accepter de participer a mon jury de thése en qualité de rapporteur, nous faisant ainsi
bénéficier de sa grande expérience sur la nématologie de cultures pérennes en milieu subtropical. Je le
remercie également pour les informations échangées sur les populations de Pratylenchus spp. d’Amérique
Centrale.

Je remercie Monsieur Didier MUGNIERY qui a bien voulu me recevoir a plusieurs reprises au
Laboratoire de Nématologie de la station INRA du Rheu pour discuter a batons rompus sur la biologie des
Pratylenchus. Je le remercie également de bien avoir voulu participer a ce jury de thése.

Je remercie Madame Anne LE RALEC, pour avoir accepté de participer a ce jury de thése en
apportant une vision autre que celle de la nématologie.

Je remercie toute I’équipe du laboratoire Phytrop pour leur aide et leur soutient moral dans les
moments les plus difficiles : Marc BOISSEAU, Valérie MOLINIER, Bernard MARTINY, Annie
RENOVELL et surtout Luc PIGNOLET pour sa participation aux manipulations de laboratoire.

J’adresse mes plus vifs remerciements a Madame Nicole M1CHAUD-FERRIERE pour m’avoir regu
dans son laboratoire, pour sa disponibilité et ses conseils précieux dans I’interprétation des coupes
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J’adresse mes plus sinceres remerciements a mon collegue et ami Christian CILAS pour ses
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J’adresse mes plus vifs remerciements et toute mon amitié & toute 1’équipe du programme Café
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Marc BERTHOULY, Bernard DUFOUR, Magali DUFOUR, Hervé ETIENNE, Bertrand SALLEE et
Philippe VAAST.
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Chapitre 1 : Introduction

Le café, Robusta et Arabica confondus, constitue le deuxiéme produit échangé sur le
marche mondial apres le pétrole. Le Guatemala est actuellement le quatriéme producteur mondial
d’Arabica avec 6,4% de la production mondiale (annexe 1) et le troisieme producteur des
dénommeés “Arabicas doux” apres la Colombie et le Mexique. La caféiculture a joué un réle
important dans le développement eéconomique du pays. Durant les dernieres années les
exportations de café ont représenté en moyenne pres de 4% du Produit National Brut et environ
20% du total des exportations. Sa production moyenne de café Arabica sur les cing derniéres
années est de presque 250 000 tonnes de café vert. Pour mémoire, la production de café Robusta
au Guatemala est anecdotique avec seulement 2 700 tonnes de café marchand (production
mondiale de 2,2 millions de tonnes).

La culture du caféier au Guatemala a debuté au début du XI1Xéme siécle (Lopez &
Mariscal, 1995) mais ce n’est que vers la fin du X1Xéme siécle que cette culture a connu un essor
important avec la création de grandes plantations. Au cours des 40 derniéres années, ce pays a
augmente sa production de café Arabica de 100 000 a 250 000 tonnes de café marchand malgré
une surface de production constante d’un peu plus de 250 000 ha (Source FAO, 1999).
L ’intensification de cette culture a en effet permis de plus que doubler le rendement moyen durant
cette période en passant de 0,4 & 0,9 tonne par ha de café vert. Ce rendement reste cependant trés
inférieur a celui du Costa Rica qui est actuellement d’environ 1,6 tonne par ha. En effet la
caféiculture au Guatemala a tout de méme conservé un modele de culture “traditionnel”: sous
ombrage, avec un emploi modéreé des intrants (herbicides, fertilisants chimiques...) en opposition
au modele trés intensifié du Costa Rica. Le rendement moyen des caféieres du Guatemala est

cependant supérieur a celui des trois premiers producteurs, Brésil, Mexique et Colombie.

L ’intensification de la caféiculture n’a pas été sans conséquences sur I’incidence des
attaques de nématodes comme nous le verrons ultérieurement. Les nématodes parasitant les
racines de caféiers sont responsables de trés importants dommages dans toute I’Amérique Latine
(Campos et al., 1990) et en particulier en Amérique Centrale (Villain et al., 1999). Des
observations d’attaques graves de caféiers par les nématodes sont déja mentionnées au Guatemala

par Alvarado en 1935. Certains des symptémes décrits par cet auteur paraissent similaires a ceux
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qui peuvent étre observés lors ¢ ’infestations par M. incognita (Anzueto, 1993 ; Hernandez,
1997). 1l mentionne également la présence de Tylenchus coffeae (= Pratylenchus coffeae). Du
fait de leur habitat tellurique, de leur taille submicroscopique ainsi que de I’absence de
symptomatologie caractéristique au niveau des organes aeriens, la présence de nématodes
phytoparasites n’est souvent pas détectée. En cas de mauvaise croissance ou de chlorose des
caféiers, les agriculteurs et vulgarisateurs ont souvent tendance a mettre en avant des probléemes
édaphiques (déficit hydrique, carences ou toxicités minérales, acidité du sol, etc...). De ce fait
I’importance économique du parasitisme des caféiers par les nématodes est longtemps restée
sous-estimée. Méme au niveau des racines la reconnaissance des symptdmes n’est pas toujours
facile notamment dans le cas d’attaques de Pratylenchus spp. (nématodes des lésions) qui se
traduisent par une nécrose non caractéristique du cortex radiculaire. Les symptomes liés aux
attaques du genre Meloidogyne (nématodes a galles), sont plus facilement reconnaissables du fait
de la présence de galles. Cela explique en partie que ce dernier genre soit rendu responsable de
la majorité des problémes de parasitisme tellurique comme par exemple au Guatemala (Schieber,
1966). Les nématodes n’ont réellement été pris en considération en Amérique Centrale que depuis
les années 60 (Schieber & Sosa, 1960 ; Abrego & Holdeman, 1961 ; Salas & Echandi, 1961 ;
Schieber, 1966).

Les traitements nématicides constituent encore en caféiculture une des méthodes de lutte
les plus employées contre les nématodes. Différents facteurs ont cependant freiné leur usage. La
crise du marché international du café a la fin des années 80 accompagnée de la suspension des
quotas d’exportations ont entrainé une chute vertigineuse des cours du café (Daviron, 1995). Le
marche du café est soumis depuis, a des fluctuations chaotiques engendrées par les variations de
production du Bresil (gelées) et de nombreuses spéculations. Les producteurs ont di s’adapter
a ce nouveau contexte économique et se sont vus obligés de réduire et optimiser les colts de
production. Sur le plan de la lutte contre les nématodes, aux moments les plus forts de la crise,
cette conjoncture économique entrame pour les grandes et moyennes exploitations une réduction
des traitements nématicides trés coliteux mais de maniere souvent non raisonnée. Les traitements
préventifs au niveau des pépinieres en particulier, pourtant indispensables dans de nombreux cas,
ont souvent souffert de cette crise. Pour ce qui concerne les petits producteur ayant de faible
ressources financieres, les traitements nématicides restent souvent hors de leur portée. D ’un point

de vue écologique, les nématicides qui sont des biocides généraux peuvent avoir un impact
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considérable sur I’activité biologique des sols et sur les nappes phréatiques apres lessivage. Ce
fait est aggravé par certaines caractéristiques propres a la plupart des zones de production de café
: des précipitations de forte intensité, des sols fréequemment d’origine volcaniques tres filtrants
et une topographie des exploitations caféicoles trés accidentée. Le Guatemala a d’ailleurs opté
pour une politique d’exportation basée sur deux grands axes qui devrait le rendre compétitif sur
le marché international du café de plus en plus exigeant : (1) proposer un produit de haute qualité
(cafes gourmets, cafés d’origine) dont le prestige au niveau international n’est plus a faire et (2)
donner I’image d’un produit respectueux de I’environnement en maintenant des systéemes de
production traditionnels ayant un impact mineur sur I’agroécosysteme de plus en plus en contact
avec le tourisme international.

Ces différentes contraintes ont rendu la recherche de résistances aux diverses especes et
pathotypes de nématodes prioritaire dans les programmes de sélection de materiel génétique.
Cette recherche de facteurs de résistance requiert bien sir une connaissance la plus exhaustive
possible du complexe parasitaire présent sur les caféiers. Une caractérisation des espéces du genre
Meloidogyne parasitant les caféiers en Amérique Centrale a récemment été réalisée (Hernandez
etal., 1996 ; Hernandez, 1997). Bien que partielle, cette premiére approche a permis de mettre
en évidence une importante diversité d’espéces et pathotypes. Aucune étude sur la diversité des
populations de Pratylenchus spp. parasitant les caféiers en Ameérique Centrale n’avait eté
entreprise jusqu’alors. L’étude de la diversité biologique des nématodes en liaison avec les études
sur les relations héte-parasite est d’un intérét capital pour I’élaboration de stratégies de lutte, non
seulement pour I’obtention de variétés résistantes ou tolérantes mais aussi pour |’établissement
de mesures prophylactiques (quarantaines) et I’usage raisonné et efficace de nématicides et

d’agents biologiques.

1. L’HOTE : COFFEA SPP. ET SA CULTURE

Les divers caféiers appartiennent a la famille des rubiacées dont la plupart des espéces sont
des arbres ou des arbustes. Les caféiers sont rattachés aux genres apparentés : Psilanthus et
Coffea. Plus d’une centaine d’espéces est actuellement répertoriée pour le genre Coffea. Toutes
sont originaires du continent africain ou de Madagascar. Les deux principales especes cultivées

a travers le monde sont Coffea arabica et C. canephora.
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1.1.  Origines et diffusion de Coffea arabica

C. arabica trouve son origine sur les hauts plateaux du sud-ouest de I’Ethiopie, du sud
du Soudan et du nord du Kenya, entre 1300 et 2000 m d’altitude. Des plants de C. arabica ont
été introduits au Yémen vers le XVesiecle ou ils ont été cultivés pour la premiére fois. Ce pays
constitue le véritable centre secondaire de la diversité de C. arabica d’ou s’est faite ensuite sa
diffusion a travers le monde des la fin du XVIP siécle (Charrier & Eskes, 1997).

Le fait notoire dans I’expansion mondiale de la culture de C. arabica, est qu’elle s’est faite
a partir de tres peu de matériel végeétal en particulier pour I’Amérique latine. En effet les deux
principales sources génétiques pour ce continent ont été : d’une part la variété Typica originaire
de Java et introduite premierement en Martinique sous forme d’un seul caféier; d’autre part la
varieté Bourbon originaire de I’actuelle Tle de la Réunion et qui a également été développée a
partir d’un seul caféier. Le mode de reproduction autogame de I’espece a de plus favorisé la
fixation de lignées homogenes (Charrier & Eskes, 1997). La base génétique actuelle des cultivars
de C. arabica est donc tres étroite. Les récentes études comparant I’ADN des cultivars de
C. arabica avec celui des lignées sauvages d’Ethiopie par marqueurs RAPD I’ont confirmé

(Orozco etal., 1994 ; Lashermes et al., 1996 ; Anthony et al., 1999).

1.2. Origines et diffusion de C. canephora

L ’analyse du polymorphisme enzymatique chez C. canephora a révélé deux groupes
génétiques : les “Guinéens” originaires d’Afrique de I’ouest et les “Congolais” originaires
d’Afrique centrale (Berthaud, 1986). Cette analyse a également montré qu’il existe une forte
prédominance de matériel vegétal “Congolais” dans les diverses collections de travail.

La culture du caféier C. canephora n’aurait réellement débuté que durant la deuxiéme
moitié du X1Xesiecle au Congo ou elle s’est développée a partir de I’origine zairoise Robusta.
Cette origine zairoise a également fourni en 1901, le noyau de base de cette culture en Indonésie,
sur I’Tle de Java ou elle a prospéré du fait de sa vigueur, de sa productivité et surtout de sa
tolérance a la rouille orangée Hemileia vastatrix.

La presque totalité des introductions de C. canephora en Amérique Centrale provient du
Zaire et d’Indonésie (Java) et de ce fait appartient essentiellement au groupe des “Congolais”

(Eskes, communication personnelle). Au Guatemala, une grande partie des semences de
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C. canephora utilisées pour la production de porte-greffes depuis 6 a 8 ans proviennent des
descendances libres de seulement huit lignées introduites en 1989 du CATIE (Costa Rica) et
originaires du Zaire (deux lignées) et de Bogor (Java) (six lignées) (Anzueto, communication

personnelle).

1.3. Organisation et diversité génétique chez le genre Coffea

Toutes les especes étudiées sont diploides (2n = 22 chromosomes) a |’exception de
I’espece C. arabica allelotétraploide (4n = 44 chromosomes) (Grassias & Kammacher, 1975).

La plupart des especes diploides étudiées sont auto-incompatibles et allogames. Dans le
cas de C. canephora il s’agit d’un systéme d’incompatibilité gamétophytique contr6lé par un
locus S multiallélique (Berthaud, 1980). En revanche I’espece tétraploide C. arabica montre une
autocompatibilité. Son mode de pollinisation mixte (entomophile et anémophile) lui autorise
cependant une certaine allelogamie avec un taux de fécondation croisée de 5 a 15%.

L’ analyse phylogénétique récente des espéces de caféiers par étude du génome
chloroplastique (hérédité par voie maternelle) a permis de définir six grands clades en accord avec
leur distribution dans les grands ensembles écogéographiques et génétiques (Cros, 1996;
Lashermes et al., 1997). L’organisation des especes en trois groupes biogéographiques est
maintenant bien établie: le secteur “Guinéo-Congolais” en Afrique de 1’Ouest et du Centre qui
inclue I’espéce C. canephora, I’Afrique de I’Est qui inclue I’espece C. arabica et la région

Malgache (Charrier et Eskes, 1997 ; Anthony et al., 1999 ).

1.4. Architecture des caféiers :

Architecture des organes aériens :

Les cafeiers ont une architecture typique des arbres de forét tropicale (figure 1.1) avec une
tige orthotrope de laguelle émanent par paires, des branches primaires plagiotropes opposées
I’une a I’autre (Wrigley, 1988). La croissance des tiges se fait selon une ramification de type
monopodial. 1l en résulte une architecture pyramidale de I’arbre. Le feuillage est de type
persistant. Les noeuds floriferes sont présents uniquement sur le bois d’un an des rameaux

plagiotropes et ne permettent qu’une seule floraison (figure 1.2).
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Figure 1.1. Architecture des organes végétatifs aériens : a :rameau orthotrope ; b :rameau plagiotrope
primaire provenant d’un bourgeon axillaire “téte de série”; c : rameau orthotrope provenant d’un bourgeon
axillaire ; d : rameau plagiotrope secondaire ; e : bourgeons axillaires en série ; f : bourgeon axillaire “téte
de série” ; g : inflorescence provenant d’un bourgeon axillaire (D’aprés Wrigley, 1988)

FEIOETMOOw>

limite entre bois de I’année (croissance végétative)
et bois d’un an (floraison et fructification)

rameau plagiotrope en floraison

stipule (x3)*

domatie (x9)

corolle (x3)

inflorescence (x3)

fruit (baie) (x 1,5)

nucule (café parche) (x1,5)

graine (x3)

coupe transversale d’une graine (endosperme) (x3)
grossissement relatif par rapport a la représentation
du rameau.

Figure 1.2. Détail de I’extrémité d’un rameau plagiotrope avec bois de I’année en croissance et bois d’un
an en production (D ’apres Wrigley, 1988). * : grossissement.
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Architecture du systéme radiculaire :

Chez C. arabica, le systeme radiculaire (figure 1.3) a été étudié en détail par Nutman
(1933, 1934).Celui ci est construit autour d’un pivot, souvent unique et relativement court, de
30 a 50 cm de longueur suivant la nature du sol (Wrigley, 1988 ; Ahmed, 1982). On observe
également des racines axiales, le plus souvent au nombre de quatre a huit. Elles naissent du pivot
ou de la base du tronc, latéralement, et pénétrent verticalement dans le sol pour atteindre une
profondeur de 2,5 a 3 m, parfois plus. Les racines latérales sont pour la plupart peu profondes.
Suivant la nature du sol, 80 a 95% de ces derniéres se développent dans les 30 premiers
centimetres du sol (Guisacafre-Arrillaga & Gomez, 1940, 1942 ; Garriz, 1978). Les racines
latérales supérieures sont tracantes avec une croissance plus ou moins parallele a la surface du sol.
Leur longueur est de 1,2 a 1,8 m suivant la nature du sol et I’éloignement des plantes voisines
(caféiers, arbres d’ombrage, etc...). Ces racines latérales se ramifient essentiellement dans un plan
horizontal donnant lieu & un tapis dense de racines prés de la surface du sol. Les racines latérales
inférieures émettent des ramifications dans toutes les directions. Garriz (1978) a observé chez
C. arabica cv. Bourbon que 50% des racines latérales dont le diamétre est inférieur a 2 mm, se
trouvent a une distance au tronc comprise entre 0 et 60 cm, 35 % entre 60 et 90 cm. Les 15%
restants sont répartis de facon homogéne entre 90 et 180 cm du tronc. Pour les racines de
diameétre supérieur a 2 mm, 65% de leur biomasse se situent & moins de 60 cm du tronc. Le
systéme radiculaire des plants de C. arabica apparait encore plus superficiel lorsque ceux ci sont
cultivés sous ombrage, lequel génere une couche importante de litiere, et sous un climat a
tendance humide, (Suarez de Castro, 1951, 1953). Cet auteur montre que dans ces conditions,
plus de la moitié des racines absorbantes et 40% de la totalité du systéme radiculaire se trouvent
dans les 10 premiers cm du sol.

Le systéme radiculaire de C. canephora (figure 1.3) a été decrit en details par Hatert
(1958). Son architecture est a peu pres semblable a celle de C. arabica. Sa taille est cependant
beaucoup plus importante et sa répartition spatiale encore plus superficielle. Le pivot atteint sa
taille maximale vers I’age de 3,5 ans avec une longueur de 50 a 90 cm. Les racines latérales, au
nombre de 12 en moyenne, émergent entre les 2 et 15 cm supérieurs du pivot. Leur longueur
moyenne est d’environ 1,50 m a I’age de 3 ans et demi mais atteignent a 14 ans une longueur
souvent comprise entre 2,5 a 3 m. Elles présentent une importante ramification en racines
secondaires et nombreuses radicelles formant ainsi un enchevétrement trés dense de racines.

Une étude comparée du systeme radiculaire de plants de C. arabica et de sept espéces
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Figure 1.3. Systéme radiculaire de caféiers. A :plant de C. arabica agé de six ans (D’apreés
Nutman, 1933) ;B :plant de C. canephora agé de trois ans et demi (D ’apres Hatert, 1958)
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diploides de Coffea spp., tous ageés de trois ans et demi, a montré que C. canephora est |’espéce
qui présente le plus grand poids sec de radicelles (“feeder roots™) :19 g pour C. canephora contre
8 g pour C. arabica (Ahmed et al., 1982). Ces mémes auteurs ont observé que le rapport de poids
sec entre organes aériens et racines était similaire pour ces deux espeéces et environ égal a 2.
Aucune description du systéeme radiculaire de C. canephora utilisé comme porte-greffe
n’a été realisée a notre connaissance. Dans le cas d’une greffe de C. arabica sur C. canephora
on peut supposer que I’architecture du systeme radiculaire du porte-greffe reste la méme que celle
des arbres de C. canephora de pied franc. Sa taille pourrait cependant étre réduite du fait d’un

apport moindre en éléments carbonés de la part du greffon.

Anatomie des racines :

Les racines de caféiers ont une croissance primaire (figure 1.4) de durée tres courte
(Dedecca, 1958). La croissance secondaire qui débute par un cambium vasculaire fait son
apparition dans la région situee approximativement 5 cm en retrait de I’apex. Le phellogéne
survient premiérement dans le péricycle puis plus tard dans le phloéme donnant ainsi origine a un
périderme relativement fin. Ce tissu protecteur remplace I’épiderme qui meurt graduellement et
finit par se détacher. Les racines latérales émergent a partir des cellules du péricycle situées sur

les cotés exterieurs du protoxyléeme.

1.5.  Ecophysiologie de C. arabica :

Les caractéristiques physiologiques de C. arabica sont Uées a leur milieu d’origine en

Ethiopie, a savoir les sous bois de foréts d’altitude, frais et humides avec une seule saison seche.

Phénologie des organes aériens :

Dans les regions non équatoriales, le caféier suit un cycle unimodal de croissance et de
fructification en relation avec le regime hydrique lui aussi unimodal (Cannell, 1972 ; 1985). Les
rythmes phénologiques (croissance et floraison) des cafeiers en phase de production sont plus
dépendants des facteurs climatiques (température et régime hydrique) que des variations du
photopériodisme limitées & un maximum de trois heures dans les régions tropicales ou sont
cultivés les caféiers (Cannell, 1972).

Les rythmes phénologiques de C. arabica dans le sud de I’Inde a une latitude proche de
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end. = endoderme ph.p. = ploeme primaire

epi = épiderme ph.s. = phloéme secondaire
exo. = exoderme pr = péricycle
p.c. = parenchyme cortical Xy.p. = Xyléme primaire

Xy.s = xyléme secondaire

Figure 1.4. Constitution histologique d’une racine de Coffea arabica au début de la phase
secondaire de croissance. A :coupe transversale & environ 5 cm de l'apex ; B : détails
histologiques de la coupe transversale précédente (D’apres Dedecca, 1958).
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celle du Guatemala et avec des variations saisonnieres climatiques trés similaires ont été décrits
par Vasudeva & Ramaiah (1979). Durant la saison seche qui présente des températures plus
basses, en particulier durant la nuit, la croissance des tiges est ralentie. En revanche, c’est durant
cette saison que se produisent initiations florales. Le stress hydrique permet en effet de lever
progressivement la dormance des bourgeons floraux. C’est vers la fin de la saison séche (mars-
avril) qu’on assiste aux floraisons déclenchées par les premieres pluies (“blossom showers”). Ce
changement climatique aussi caractérisé par une augmentation des températures, induit également
une poussee de croissance de nouveaux rameaux. Ceux ci poursuivront leur croissance durant la
saison des pluies en donnant naissance a de nouveaux noeuds ramiiéres, sites des bourgeons
floriferes de la saison suivante. Cette croissance n’est cependant pas constante. Des premieres
pluies jusqu’ajuillet, on observe une premiére phase de croissance des rameaux qui est lente.
Apres un ralentissement de la croissance des rameaux, une deuxiéme phase de croissance, cette
fois rapide, est observee d’aolt a novembre.

Un schéma semblable de croissance des rameaux de C. arabica (figure 1.5) est observé
dans le sud-ouest du Guatemala, région ou ont été réalisées les études au champ sur Pratylenchus,
avec des variantes en fonction de I’altitude (San Juan et al., 1982).

Pour expliquer ce ralentissement de la croissance des tiges au milieu de la saison des
pluies, divers facteurs pourraient intervenir de maniére combinée : périodicité intrinseque de
croissance, détournement des assimilais par les fruits en developpement qui entraine une inhibition
des bourgeons latéraux, conditions de hautes températures et stress hydrique durant lajournée
(Cannell, 1985). Ces conditions de faible hygrométrie et parfois de hautes température sont en
effet observées au Guatemala en période de canicule (voir Chapitre 2, § 1.1).

Cette dynamique de croissance des tiges ne nous intéresse pas directement pour nos
études de nématologie mais leur connaissance peut-étre un indicateur intéressant de la dynamique
de croissance des racines comme nous le verrons dans le paragraphe suivant.

C’est également durant la saison des pluies dont les températures sont plus élevées que
durant la saison seche dite “fraiche”, qu’a heu la fructification. Quant a la phase de maturation
des cerises, au Guatemala, elle débute dés la fin du mois d’ao(t aux plus basses altitudes
(< 600 m) pour se terminer début novembre. Aux moyennes altitudes autour de 900 m et aux plus
hautes altitudes (> 1200 m) cette période s’étend de fin septembre & début décembre et de début

décembre a début mars, respectivement.
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Phénologie des racines :

Contrairement aux tiges dont la croissance se fait essentiellement par “poussées”, les
racines montrent une croissance plus continue dans le temps bien qu’on assiste a certaines
périodes d’activité plus importante.

Cannell (1971) a étudieé la croissance des racines de différentes tailles dans les conditions
du Kenya. Sur des caféiers dont on retire régulierement les bourgeons floraux donc sans
production, les racines primaires lignifiees de diameétre supérieur a 3 mm montrent deux pics de
croissance qui coincident avec les deux saisons des pluies. Les racines de diamétre compris entre
1 et 3 mm ainsi que les fines radicelles montrent également deux pics de croissance mais qui
coincident avec les deux saisons seches. Pour les racines de diametre inférieur a 1 mm, on observe
un seul pic qui coincide essentiellement avec la saison séche “fraiche”. Ces derniéres drainent les
assimilais depuis les feuilles matures ou agées et puisent dans les réserves d’hydrates de carbone
localisées dans les grosses racines primaires. Le pivot quant a lui montre un ralentissement de sa
croissance entre les deux longues saisons de pluies successives. D ’une fagon génerale il semble
que les périodes de croissance des racines les plus fines, encore non lignifiées, ont Heu durant les
périodes seches et précedent les pics de croissance d’élongation des tiges, ceci ayant été observé
en Tanzanie (Wakefiel, 1933), au Kenya (Huxley & Turk, 1975) et au Brésil (Maestri & Barros,
1977). Les racines blanches gardent cet aspect durant deux ans avant de se lignifier (Huxley &
Turk, 1975).

La fructification a egalement une influence sur le ralentissement de la croissance végétative
dont celle des racines (Cannell & Kimeu, 1971). Dans un premier temps, les fruits drainent les
réserves d’hydrates de carbone, affectant ainsi la croissance des racines (figure 1.6). Cependant,
la croissance des racines fines (diamétre inférieur a 3 mm) est alors moins affectée que celle des
racines bien lignifiées (Cannell & Huxley, 1969). Dans un deuxieme temps, la fructification
restreint I’apport d’assimilats aux points de croissance vegétative. La croissance des racines fines
est alors plus affectée que celle des racines ligneuses. Dans une troisieme étape, I’effet de la
fructification entraine méme une mortalité importante des fines radicelles.

Aucune étude sur la croissance des racine n’a été réalisée a notre connaissance dans les
conditions climatiques d’Amérique centrale. Cependant d’apres les travaux de Cannell (1971) et
les observations de la croissance des organes aériens des caféiers au Guatemala (San juan etal.,
1982), on peut en déduire pour la région étudiée des périodes hypothétiques de croissance

radiculaires (figure 1.5).
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Figure 1.5. Périodes de croissance des rameaux de C. arabica dans la région du sud-ouest du
Guatemala sur le versant sud de la Sierra Madre, a deux altitudes, (D ’apres San Juan et al., 1982)
et hypothétiques périodes de croissance radiculaire.
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Figure 1.6. Diagramme de périodicité de croissance de poids sec des racines fmes de C. arabica en fonction
de : (1) ladisponibilité pour les racines des assimilais, liée a la fructification et en particulier la maturation
des fruits et (2) la capacité des racines & drainer la matiére carbonée entant qu’organes'‘puits” ;dans les
conditions climatques de la station de Ruiru au Kenya (D ’aprés Cannell, 1985).
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Elaboration du rendement chez C. arabica :

La production de cerises chez un caféier dépend fortement du nombre de noeuds
floriféres produits I’année précédente (Cannell, 1985). Une corrélation positive est d’ailleurs
observée entre la croissance végétative d’une année et la production de I’année suivante puisque
la fructification a lieu sur le bois d’un an comme le montre la figure 1.2 (Beaumont & Fukunaga,
1958 ; Montoya et al., 1961 ; Goméz, 1977 ; Gebre-Egziabher, 1978).

Dans les méme conditions de culture et sans ombrage, le nombre de noeuds fructiféres est
la composante la plus variable d’un arbre a I’autre et la plus influencée par les pratiques agricoles
comme I’irrigation, I’amendement organique ou la fertilisation azotée. En revanche le nombre de
cerises par glomérule (noeud) et le poids frais par cerise n’expliquent que trés peu les variations
de production engendrées par ces différentes pratiques agricoles (Cannell, 1973).

L’intensité lumineuse agit a deux niveaux et en premier lieu sur la photosynthese.
C. arabica a un comportement typique de plante ombrophile puisque les feuilles ayant poussé a
I’ombre sont plus efficaces pour la photosynthése que celles qui se sont développées en plein
soleil. De plus, dans les conditions de plein soleil sous les tropiques, les radiations solaires que
recoivent les feuilles sont trois a cinq fois supérieures a leur seuil de saturation. De plus, leur
température peut alors étre de 5 a 20°C superieure a leur température optimale, ce qui peut
entrainer des dégats physiques (Cannell, 1971, 1985). L’intensité lumineuse intervient également
en favorisant I’initiation florale. Dans leur habitat naturel de sous-bois intensément ombrage, les
caféiers ne produisent d’ailleurs que quelques fleurs. Différentes études ont révélé la réduction
par I’ombrage de la quantité de fleurs produites (Osendorf, 1962 ; Castillo & Lopez, 1966 ;
Willey, 1975). Ces auteurs ont montré qu’un indice d’ombrage de 50% entrainait chez des
cafeiers de 18 mois d’age, une réduction : de 30% du nombre de noeuds avec des fleurs, de 40%
du nombre d’inflorescences par noeud et de 50% du nombre de fleurs par inflorescence. En
revanche, en plein soleil, les caféiers peuvent produire tant de fleurs qu’ils peuvent souffrir de
“die-back” (mort descendante) en conséquence d’une surcharge en fruits. En effet, autour de 20
semaines aprés floraison alors que les grains sont complétement formés (endosperme des
semences), les feves deviennent des organes puits prioritaires pour les assimilais et minéraux. Les
caféiers condamnés au remplissage des grains n’ont pas développé de mécanismes de régulation
qui leur permettraient de réguler leur charge en fruits en fonction de leurs ressources en hydrates
de carbone et en minéraux. Cette incapacité de purger I’exces de charge en fruits est rare parmi

les plantes ligneuses pérennes (Cannell, 1975, 1985). Cette caractéristique du caféier peut avoir
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des consequences importantes sur le niveau de tolérance des caféiers a un parasite tel que les
nématodes. En effet un caféier méme apres destruction partielle de son systéme radiculaire suite
a une attaque de nématodes ne serait pas en mesure de réguler sa production. Il en résultera pour

les caféiers en age de produire et parasités un risque de dépérissement acceléré.

1.6. La caféiculture au Guatemala

1.6.1. Principales caractéristiques écologiques des caféiéres.

Hexiste deux régions principales de production de café au Guatemala. L’une se situe sur
les versants des massifs montagneux constituant la chaine volcanique appelée “Sierra madre” qui
traverse le pays d’est en ouest dans sa partie méridionale (figures 2.1 et 2.2). C’est plus
particulierement sur le versant sud descendant jusqu’a la plaine de la c6te Pacifique, que s’est
développée la culture des caféiers. Dans cette zone, C. arabica est cultivé entre 600 et 1600 m
environ.

La deuxieme région importante pour la culture du café se situe dans une région plus
septentrionale sur le massifdes “Verapaces” (figure 2.1). La zone de culture du caféier se situe
entre 400 et 1200 m environ, altitudes moins élevées que pour la premiére région du fait d’un
climat plus frais du fait de I’influence des alizés de I’océan atlantique.

Deux autres régions de production moins importantes sont situées, 1’une sur le haut massif
des “Cuchumatanes” dans larégion de Huehuetenango a I’ouest du pays pres de la frontiere avec
le Mexique et I’autre sur le massif “del Gallinero4 prés de la frontiere avec le Honduras
(figure 2.1).

Si I’on sait qu’il y avait tres peu d’activité humaine avant I’introduction de la caféiculture
dans laregion des VVerapaces, en revanche, il reste encore beaucoup d’incertitudes sur les activités
agricoles developpées sur le versant Pacifique de la chaine volcanique “Sierra madre”. Plusieurs
auteurs s’accordent a dire qu’il y a peut-étre eu des cultures précolombiennes de mais et de cacao
sur ces versants mais qui auraient été de toute facon tres parsemeées (de Surmain, 1996). La
caféiculture au Guatemala a donc été implantée essentiellement sur fronts pionniers par défrichage
de foréts trés humides subtropicales chaudes dans le cas du versant Pacifique de la Sierra Madre
et tempérées dans le cas du massif des Verapaces selon la classification de Holdrige (Anon.,

1984).
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Un fait important est que depuis leur implantation, la plupart des parcelles cultivées en
caféiers n’ont subi aucune rotation de cultures. Nombre de parcelles sont cultivées en caféiers
depuis plus d’un siécle. On peut penser que cette monoculture a pu favoriser I’adaptation de
populations de parasites sédentaires (a I’échelle macroscopique) et a reproduction rapide tels que
les nématodes.

I existe une relative diversité des peuplements végétaux dans les caféiéres du Guatemala.
Beaucoup d’especes sont en effet associées aux caféiers avec deux fonctions principales: soit
fournir de I’ombrage aux caféieres soit former des haies vives antiérosives. L’ombrage temporaire
des jeunes plantations se fait a I’aide d’arbustes a croissance rapide dont les principales espéces
utilisées sont: Crotalaria anigiroides, Cajanus cajan, Tephrosia vogeli, T. candida, Ricinus
commis, Solanum bansii et Musa paradisiaca. L’ombrage permanent (figure 1.7) est assuré par
des arbres dont les principales caractéristiques sont un appareil radiculaire profond pour ne pas
entrer en compétition avec les caféiers pour I’eau et les éléments nutritifs, une croissance rapide
ainsi qu’une frondaison étendue a feuillage persistant et fourni qui assure un ombrage dense et
régulier (Beer et al.,, 1998 ; ANACAFE, 1998). De nombreuses especes de légumineuses
répondent a ces critéres. Les especes les plus utilisées appartiennent au genre Inga et Grevilea.
En Amérique centrale, le café étant souvent cultivé sur des pentes prononceées, des haies vives
sont plantées pour limiter I’érosion des sols lors des précipitations trés intenses. Pour ce faire, on
utilise diverses especes a croissance rapide et a systeme radiculaire dense telles que Drassena sp.,
Yucca elephantipes (Amaryllidaceae), Vetiveria zizanioides (Gramineae), Pterocarpus hayesi
(Fabaceae) et Bravaisia integerrima (Acanthaceae). Pour limiter les phénomeénes d’érosion, le
contrdle chimique des adventices dans les jeunes caféieres est peu pratiqué. Leur contrdle
s’effectue par des fauches qui permettent I’installation d’une flore adventice contribuant a la
diversité du peuplement végétal dans les plantations de caféiers avant que le recouvrement par

le feuillage des caféiers ne soit total.

1.6.2. Cultivare et itinéraires techniques

Principales variétés cultivées de C. arabica et résistance aux nématodes:
La variété Typica qui a majoritairement contribué a I’implantation de la caféiculture en
Amérique latine a progressivement été supplantée par la variété Bourbon depuis les années 50,

du fait d’une plus grande productivité. Elle reste encore tres utilisée (28% de la surface cultivée
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Figure 1.7. Différents aspects des caféieres sous ombrage. A : plantation de 7 ans sous arbres “adultes”
d’ombrage Inga sp. et Grevilea sp. ;B : Jeune plantation de 2 ans en début de saison des pluies avec
jeunes arbres d’ombrage Inga sp. taillés et haies anti-érosives de Bravaisia sp. ; C : plantation de 10 ans
apres taille des arbres d’ombrage Inga sp. en début de saison des pluies (site Moca).
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au Guatemala) d’une part pour sa rusticité appréciée par les petits producteurs et d’autre part
pour la qualité organoleptique de ces grains. La variété Caturra découverte au Minas Gerais
au Brésil provient d’une mutation de la variété Bourbon. Elle posséde un gene de nanisme
(Carvalho et al., 1991). Elle constitue actuellement la variété la plus cultivée dans la région. Au
Guatemala, cette variéte (23% de la surface cultivée en café) est surtout cultivée dans les grandes
plantations car cette variété de port bas, trés productive, requiert un mode de culture intensif avec
un programme de fertilisation et de taille adéquats. Cette variété est utilisee des les plus basses
altitudes de culture de C. arabica (500 m). Dans les altitudes supérieures sa productivité peut
fortement diminuer malgré un bon développement végétatif. La variété Catuai provient d’un
croisement inter variétal réalisé au Brésil entre Mundo Novo et Caturra. Cette varieté de port bas,
bien que plus haute que le Caturra, est hautement productive. Elle a connu un grand succes aupres
des producteurs guatémaltéques depuis son introduction dans les années 70 et concerne 32% de
la surface cultivée en café. Tout comme la variété précédente, sa forte productivité requiert un
itinéraire technique soigné. Sonpreferendum pour I’altitude est similaire a celui du Caturra. Du
fait de sa grande diffusion, cette variété a éte utilisée dans de diverses études sur les nématodes
parasitant les caféiers en Amérique Centrale la révélant tres sensible aux différentes populations
de nématodes de cette région et en particulier a Meloidogyne spp. (Anzueto, 1993 ; Hernandez,
1996) et Pratylenchus spp. (Anzueto, 1993). De ce fait cette variété a également éteé utilisée
comme matériel génétique de C. arabica dans cette étude.

La faible diversité génétique au sein de ce groupe de cultivars (voir § 1.1) ainsi que la
sensibilité de ce matériel végétal aux différents parasites et ravageurs ont obligé les sélectionneurs
a rechercher et introduire des génes de résistance extérieurs. Ce fut le cas pour la rouille orangee
du caféier Hemileia vastatrix qui a dévasté les plantations de Sri Lanka a partir de 1869 pour
ensuite gagner le Brésil en 1970 puis I’Amérique Centrale en 1976 (Avelino et al., 1999).
Différents croisements ont été réalisés entre les cultivars de C. arabica et I’hybride de Timor,
croisement naturel de C. arabica et de C. canephora (Gongalves & Rodrigues, 1976) afin
d’introgresser des genes de résistance a Hemileia vastatrix. Ils ont donné naissance dans les
différents programmes de sélection aux diverses variétés de Catimors (Caturra x Hybride de
Timor) et de Sarchimors (Villa Sarchi x Hybride de Timor) en Amérique centrale, en Colombie,
au Brésil et au Kenya (Bertrand et al., 1999). Certaines lignées de ces Catimors et Sarchimors
présentent une résistance incomplete a M. exigua (Bertrand et al., 1997). La diffusion de ces

variétés en Ameérique centrale s’est néanmoins heurté a quelques problémes majeurs : une qualité
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organoleptique médiocre pour certaines lignées, des avortements physiologiques importants des
embryons des graines sous certaines conditions environnementales et enfin une inadaptation de
ce materiel végetal aux petits producteurs dans I’impossibilité de maintenir des programmes
intensifs de fertilisation et de taille (12% de la surface cultivée au Guatemala).

Une nouvelle voie de sélection de C. arabica a été ouverte par I’équipe de sélectionneurs
du CIRAD afm d’introduire des génes de résistance a différents parasites et ravageurs par la
création d’hybrides FI, en croisant certains des cultivars actuels d’une bonne qualité
organoleptique avec certaines lignées éthiopiennes (Bertrand et al., 1998a, 1999). Certaines de
ces lignées semi-spontanées ont montré en effet un bon niveau de résistance a différents
pathotypes de Meloidogyne spp. présents en Amerique centrale (Anzueto, 1993 ; Hernandez,
1997 ; Bertrand et al., 1999). En revanche, aucune résistance n’avait été observée pour ces
lignées vis a vis de Pratylenchus spp. (Anzueto, 1993). Il s’est avéré nécessaire de se tourner
également vers la sélection de porte-greffes résistants en utilisant plus particulierement le matériel
génétique tres diversifié de C. canephora pour lutter contre certains pathotypes de
Meloidogyne spp., en particulier du Guatemala (M. incognita) et du Salvador (M arenaria et

Meloidogyne sp.), tres pathogenes sur C. arabica (Anzueto, 1993 ; Hernandez, 1997).

Lapratique du greffage et lesporte-greffes C. canephora :

Afin de lutter contre la présence fréquente de nématodes souvent trés pathogenes dans les
plantations de caféiers du Guatemala, une méthode de greffage (figure 1.8) a été mise au point
dans ce pays par Reyna (1966 et 1968). Les porte-greffes alors utilisés étaient des plants de
C. canephora peu ou pas sélectionnés pour lesquels avait été observée de facon empirique une
certaine résistance et/ou tolérance a certaines populations de nématodes. Ce greffage réalise au
stade paire de feuilles cotylédonaires (“mariposa”) est couramment utilisé par les producteurs de
café du Guatemala. Son succes est dd principalement & (1) une trés bonne maitrise de la
technique : 90 a 95 % de réussite au niveau de la pépiniere ; (2) un bon comportement au champ
vis & vis des attaques de Pratylenchus sp. ; (3) un codt supplémentaire tres faible. Cette pratique
culturale est également courante au Brésil. Elle est méme systématiquement réalisée dans les
zones infestées par M. incognita comme au Parana. Un programme d’amélioration du
C. canephora a conduit au Brésil a la création de la variété porte-greffe Apoata, résistante a
divers pathotypes deM incognita (Fazuoli, 1986; Goncalves & Ferraz, 1986).

Au Guatemala, par contre, bien que le greffage sur C. canephora soit utilisé a grande
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Positionnement du greffon C. arabica (60 jours Bandage de la zone de greffe avec un film plastique
apres semis) coupé en biseau dans I’entaille du fin.

porte-greffe C. canephora (75 jours aprés semis).

Passage en bac pour cicatrisation (30 -45 jours) sous
ombrage et contrdle d e I’humidité par aspersions

Transplant direct en sacs de polyéthyléne. Le
bandage est retiré 60 a 70 jours aprés greffage.

Pépiniére de plants greffés récemment transplantés. Pépiniére sous ombrage : plants 4gés de 6 mois

Figure 1.8. Principales etapes d’une pépiniere de C. arabica greffé sur C. canephora au Guatemala.
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échelle depuis plus de vingt cing ans, aucune véritable sélection pour la résistance aux nématodes
n’avait été entreprise jusqu’a récemment. Le greffage méme sur porte-greffes non sélectionnés
montre des résultats tres satisfaisants dans le cas d'attaques de Pratylenchus sp. au Guatemala
(Villain et al., 1996). En revanche, il s'est avéré absolument nécessaire d’entreprendre un
programme de sélection pour la résistance a certaines populations tres agressives de
Meloidogyne spp. et plus particulierement vis a vis des populations de M. incognita du Guatemala
et certaines populations du Salvador tres pathogenes chez les cultivars actuels de C. arabica mais
aussi chez la plupart des lignées de C. canephora (Anzueto, 1993 ; Hernandez 1997). Un projet
d’évaluation et de sélection de matériel génétique pour la résistance a diverses populations de
Meloidogyne spp. présentes en Amérique Centrale a donc été mis en place au début des années
90 (Anzueto etal., 1991 ; Anzueto, 1993) et a permis par la suite la création d’une variété porte-
greffe Nemaya (Anzueto et al., 1995; Bertrand et al., 1999, 2000). Cette variété est en fait un
hybride FI de deux clones de C. canephora cv. Robusta : T 3751(1-2) et T3561 (2-1) de la
collection du CATIE au Costa Rica et identifiés comme résistants a divers pathotypes de
Meloidogyne spp. Le comportement de ce cultivar vis a vis de Pratylenchus spp. n’était

cependant pas encore connu.

Itinéraires techniques des caféiéres au Guatemala:

Le semis des graines est réalisé en germoirs. Le substrat subit un prétraitement chimique
généralement au moyen d’un fumigant tel que le dazomet aux propriétés biocides générales. Apres
une période de germination de 45 a 60 jours, les plantules au stade feuilles cotylédonaires sont
repiquées en pépiniére dans des sacs de polyéthyléne de 18 cm de diameétre et 25 cm de
profondeur. Le substrat de terre utilisé pour le remplissage des sacs est généralement enrichi pour
un tiers avec de la matiére organique souvent constituée par de la pulpe fermentée de cerises de
café. Ce substrat est généralement prétraité de la méme maniere que pour les germoirs. Durant
cette période d’élevage des caféiers en pépiniere qui dure généralement de 8 a 12 mois suivant
les zones d’altitude, des applications préventives de nématicides souvent sous forme de granules
(aldicarbe, terbufos, phénamiphos) sont réalisées tous les 3 mois a raison de 0,1 g de matiere
active par sac. Il faut cependant signaler qu’assez fréquemment, la terre utilisée pour les
pépinieres est retirée de sites a proximité ou méme sur d’anciennes parcelles de caféiers. La
désinfection du substrat est de plus parfois mal réalisée (produit inadéquat, doses inadéquates,

substrat pas assez humide, etc) ou pas faite du tout. C’est ainsi que bon nombre de pépiniéres sont
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infestées par les nématodes et constituent I’un des principaux modes de diffusion de ces parasites
dans les nouveaux vergers de caféiers. La plupart des plantations possédent leur propre pépiniére
mais des transports de matériel végétal sont réalisées de fagon non négligeable et sans controle
phytosanitaire.

Lesjeunes caféiers sont ensuite plantés en courbes de niveau dans des trous cubiques de
30 a 40 cm de coté ensuite remplis de terre souvent enrichie de matiére organique (pulpe de
cerises de café décomposée, excréments de volailles etc). La densité de plantation actuellement
appliquée en Amérique Centrale est généralement de 5000 pieds par hectare ce qui correspond
a un écartement de 2 m entre les lignes de caféiers et de 1 m entre les plants sur le rang.

Le cycle productifdébute généralement 2 ans apres plantation. Une premiére petite récolte
est parfois obtenue la premiére année. Dans certaines régions de haute altitude, la premiére varie
récolte a lieu apres trois ans. Dans les régions fortement infestées par les nématodes, des
applications annuelles de nématicides sont généralement effectuées préventivement durant la
période avant production. Les doses généralement employées sont d’environ 0,7 a 1 g de matiére
active par plant selon la matiére active presque toujours conditionnée sous forme granulée. Ces
applications se réalisent dans un rayon d’environ 60 cm autour du tronc. Durant la période
productive du caféier, il est nécessaire d’effectuer des tailles a cycle régulier permettant de
régenérer et favoriser au maximum la production de bois fructifere de deuxieme année. Les cycles
de taille sont en général de 4 ou 5 ans en fonction de I’altitude.

Comme nous I’avons vu précédemment (§ 1.5.1), I’ombrage constitue une composante
agronomique importante pour la plupart des caféiéres du Guatemala en particulier dans la région
du versant Pacifique de la “Sierra Madre” ou la saison séche est bien marquee. En effet, les arbres
d’ombrage modifient le microclimat des plantations de caféiers surtout durant les périodes de
sécheresse. Ils permettent de tamponner les températures ambiantes extrémes, basses la nuit et
élevées en milieu de journée, et de limiter les importantes pertes hygrométriques (Willey, 1975
; Willson, 1985 ; Wrigley, 1988 ; Beer étal., 1998). Les arbres d’ombrage ont également un rdle
important dans la conservation des sols (action anti-érosive) et I’amélioration de la fertilité des
sols. Ce aspect est particulierement important pour les sols d’origine volcanique en montagne car
pauvres en matiére organique et trés propices a I’érosion (Bomemiza et al., 1999). Ces arbres
d’ombrage sont généralement taillés chaque année en fin de saison seche ou en début de saison
des pluies. Leur densité de plantation dépend de I’altitude. Celle recommandée aux plus basses

altitudes (<900 m) est de 8m x 8m ; aux altitudes supérieures a 1500 m, elle sera plutét de
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12 m x 12 m (ANACAFE, 1998). Dans la région des Verapaces, une nébulosité et une
hygrométrie élevées durant la majeure partie de I’année obligent a cultiver les caféiers sans
ombrage sous peine de favoriser certaines maladies foliaires comme H. vastatrix et

Mycena citricolor.

1.6.3. Principaux aléas phytosanitaires

Au niveau de I’appareil aérien du caféier, les principales contraintes sont:

- pour les insectes : le scolyte des cerises de café, Hypothenemus hampei et avec une
moindre importance la cochenille Planococcus citri (Pseudococcidae), la mineuse des feuilles,
Leucoptera coffella (Lyonetidae) (ANACAFE, 1998 ; Dufour et al., 1999).

-pour les maladies fongiques : les deux principales sont la rouille orangée
Hemileia vastatrix et la tache américaine des feuilles Mycena citricolor, cette derniére étant
favorisée dans les systéemes de culture sous ombrage ou dans les milieux a forte nébulosité
(Avelino et al., 1999 ; Wang & Avelino, 1999).

Au niveau tellurique, divers ravageurs et parasites peuvent provoquer des dégats
importants sur I’appareil radiculaire des caféiers :

- certains insectes peuvent localement présenter une nuisibilité d’importance économique
comme la cochenille Dysmicoccus cryptus = D. bispinosus (Pseudococcidae) et les larves de
Phyllophaga sp. (Scarabeidae) (Garcia, 1992 ; ANACAFE, 1998).

- quelques maladies fongiques telluriques sont présentes. La plus fréquemment rapportée
est le pathogene secondaire Fusarium spp. Son rdle dans le complexe pathogéne tellurique et en
particulier en association avec les nématodes est encore mal connu sur caféiers.

- Enfin les principaux parasites telluriques pour cette culture sont les nématodes que nous

allons étudier plus en detail dans la partie qui suit.

47



Chapitre 1 : Introduction
2. Les parasites : Pratylenchus spp.

2. LES PARASITES :PRATYLENCHUS SPP.

Le genre Pratylenchus Filipjev, 1936 aussi appelé nématode a lésions, contient plusieurs
especes largement distribuées dans le monde et qui occasionnent de graves dégats sur diverses
cultures de grande importance économique, tant en régions tempérées qu’en régions tropicales.
Les especes les plus largement répandues dans les zones tropicales et subtropicales sont:
P. brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941, P. coffeae
(Zimmermann, 1898) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941 et P. zeae Graham, 1951 (Luc et
al., 1990).

2.1. Importance économique pour la caféiculture

Les nématodes parasites des caféiers occasionnant le plus de dommages sur cette culture
appartiennent principalement a deux genres tous deux endoparasites : Meloidogyne spp. Goeldi,
1887 et Pratylenchus spp. Filipjev, 1936 (Campos et al., 1990). Dans le cas de
Meloidogyne spp., les pertes dues a ces nématodes en caféiculture, sont estimées a environ 10%
sur toute I’Ameérique Latine (Sasser, 1979). Une enquéte a été réalisée par I’Association Nationale
du Café (ANACAFE) dans une région importante de production de café dans le sud-ouest du
Guatemala. 1l a été estimé dans cette région que les nématodes, sans distinction de genres, sont
responsables en moyenne d’une chute d’environ 20% de la production (Alvarado, 1997). A ces
pertes de production il faut ajouter les codts élevés de replantation des caféiéres. Les dommages
causés aux racines entrainent des dysfonctionnements de la nutrition minérale et des relations
hydriques de la plante (Wilcox-Lee & Loria, 1987). Ces perturbations physiologiques se
traduisent par un ralentissement de la croissance et un jaunissement progressifdu feuillage qui
peut évoluer vers un dépérissement plus ou moins rapide de la plante (figure 1.9). Ces dégats ne
se manifestent que progressivement dans le temps et apparaissent souvent dans les parcelles sous
forme de foyers plus ou moins diffus. La culture de Coffea arabica étant fréiquemment implantée
sur des versants en Amérique Centrale, les infestations de nématodes se répandent souvent en

suivant la direction des pentes.

En Amérique Centrale, la monoculture de caféiers souvent mise en place a la fin du siécle

dernier sans qu’il y ait eu depuis de rotations culturales, a pu favoriser sur le long terme, le
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Figure 1.9. Symptomatologie des attaques de Pratylenchus sp. sur C. arabica. A : propagation
des attaques de Pratylenchus le long des pentes a partir des foyers d’infection. B: foyer d’infection
avec plantes chlorotiques présentant une défoliation partielle ; C :stade ultime avec défoliation
totale au début de la saison séche ; D : nécroses sur un systeme radiculaire de jeune plant de pépiniére ;
E : disparition de la quasi totalité des racines latérales surjeune plant de pépiniére ; F : détail du
cortex nécrosé d’un racine latérale.
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développement de populations de nématodes bien adaptées a cette plante héte. L intensification
de la caféiculture a également contribué a amplifier I’incidence des nématodes. La diminution ou
suppression des arbres d’ombrage a permis d’augmenter la productivité des caféieres mais a pu
rendre par laméme occasion les caféiers moins tolérants aux différents stress d’origine abiotique
(facteurs climatiques, fertilité du sol) ou biotique dont les infestations de nématodes. De plus
I’amélioration de la fertilité des sols due a I’apport important de matiere organique par les arbres
d’ombrage (voir § 1.5.2 et 1.5.3.) pourrait égalent induire une certaine tolérance des caféiers aux
attaques parasitaires en genéral. 1l a également été observé que la formation d’une litiere
importante peut dans certains cas avoir des effets dépressifs sur certains nématodes phytoparasites
et permet le développement d’une micro faune et flore antagonistes des nématodes phytoparasites
(Sayre, 1971 ; Norton, 1978). L’intensification de la caféiculture passe également par le recours
a de nouvelles variétés de port bas (Catuai, Caturra, Catimors) trés productives et de ce fait tres
exigeantes au plan nutritionnel. L’impact des attaques de nématodes sur ces cultivars peut donc
étre plus sévere que pour des variétés plus rustiques (Bourbon). L’acidification des sols par
augmentation des fertilisations azotées, peut réduire considérablement la disponibilité des
éléments nutritifs pour la plante (Bomemiza et al., 1999). L incidence des nématodes a donc pu

également étre aggravée par ces pratiques culturales.

2.2. Les principales espéces parasitant Coffea spp.

P. coffeae, espéce décrite a partir d’une population prélevée sur racines de caféier a Java
(Zimmermann, 1898), constitue actuellement I’espece la plus citée sur caféiers (Tableau 1.1.). Elle
est mentionnée comme responsable d’importants dégats pour la caféiculture tant au niveau des
pépiniéres qu’au niveau du champ, dans de nombreux pays a travers le monde (Campos et al.,
1990). Cette espece constitue également un parasite important pour divers hotes d’intérét
économique autres que les caféiers comme Musa spp. (Gowen & Quénéhervé, 1990), Citrus spp.
(Duncan & Cohn, 1990), Dioscorea spp., Ipomoea batata et Solanum tuberosum (Jatala &
Bridge, 1990). Il est également présent sur de nombreuses adventices (Loof, 1991). Cette espéce
a une tres large distribution géographique principalement pantropique mais elle est également
répertoriée en milieu subtropical au Japon, en Australie, en Afrique du sud, au Brésil et dans le
sud des USA. Bridge (1997) avance I’hypothese que ce nématode pourrait avoir la méme origine

geographique que les bananiers et plantains, c’est a dire les Tles du Pacifique et les pays
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Tableau 1.1. Observations de Pratylenchus coffeae Zimmermann (1898) sur Coffea spp. a

travers le monde.

CONTINENT

AMERIQUES

CARAIBES

ASIE

AFRIQUE

PAYS

Guatemala

El Salvador

Costa-Rica

Venezuela

Bresil

Puerto Rico
République dominicaine
Martinique

Inde

Indonésie

Java

Tanzanie
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limitrophes d’ou il aurait vraisemblablement été diffuseé a travers le monde par le transport de

germoplasme multiplié végétativement.

P. coffeae a longtemps été la seule espéce du genre mentionnée comme parasitant
Coffea spp. en Amérique Centrale. Récemment, deux nouvelles especes ont été decrites sur
caféiers en Amerique Centrale, I’une provenant du Panama, P. panamaensis Siddigi, 1991 et
I"autre du Cota Rica, P. gutierrezi Golden et al., 1992, toutes deux morphologiquement proches
de P. coffeae. Aucune mention n’est faite sur leur pouvoir pathogéne sur caféiers dans la

littérature.

I existe egalement de nombreuses observations concernant la présence du genre
Pratylenchus sur Coffea spp. en Amérique Centrale et dans les Caraibes sans identification au
niveau spécifique. C’est le cas par exemple au Nicaragua (Sequeira-Bustamente et al., 1979). A
Cuba, Sampedro et al. (1986) observent que les dégats les plus importants observés sur caféiers
sont liés a la présence des genres Meloidogyne et Pratylenchus sans que les espéces soient
précisées. Par ailleurs des individus restés non identifiés et associés a la présence de P. coffeae
ont été observés sur caféiers au Costa Rica (Tarjan, 1971) et en Martinique (Kermarrec et al.,

1972).

D’autres especes sont citées comme parasites des caféiers dans d’autres régions du
monde. C’est le cas de P. brachyurus cité comme parasite important des caféiers au Brésil, dans
diverses régions telles que I’état de S&o Paolo ou il est considéré comme plus répandu que
P. coffeae (Gongalves et al., 1978) ou dans I’état de Minas Gerais ou il est également
fréquemment observé (Lordello & Mello Filho, 1969 ; D’Antonio etal., 1980 ; Campos & Lima,
1986). Il a également été observé sur caféiers au Pérou et en Cote d’lvoire (Whitehead, 1968).
D ’autres especes du genre sont citées de fagon trés ponctuelle sur caféiers sans que leur pouvoir
pathogene vis-a-vis de cet héte ne soit toujours connu. P. pratensis (de Man, 1880) Filipjev,
1936 a été reporté dans une localité du sud de I’Inde (Whitehead, 1968). P. goodeyi Sher &
Allen, 1953, qui est un important ravageur des bananiers et plantains d’altitude en Afrique de I’Est
et aux Tles Canaries a été détecté sur caféiers en Tanzanie (Bridge, 1984). P. loosi Loof, 1960,
important parasite des théiers (Camellia sinensis) dans diverses régions d’Asie, a été observé sur

caféiers au Sri Lanka (Whitehead, 1968). Une autre observation de cette espéce sur le continent
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américain a eté faite réccemment dans des paturages de Floride par Inserra et al. (1996). Ces
auteurs, rappellent que cette espéce est morphologiquement trés proche de P. coffeae et que les

deux espéces peuvent aisement étre confondues.

L’un des isolats de I’étude nommé Buena Vista, également utilise dans les études
conduites par Anzueto (1993), a fait I’objet d’analyses diagnostiques dans deux laboratoires de
taxinomie qui ont conduit a deux identification différentes : P. loosi (Anzueto & Sarah, 1992 ;
Mohotti, 1998) et P. coffeae (Al-Bana et al., 1997). Cet exemple montre bien la difficulté de
reconnaissance des especes au sein de ce genre par de simples observations au microscope
optique. Ces nouvelles données nous ont donc amené a reconsidérer le statut taxinomique initial

P. coffeae des différents isolats de I’étude.

2.3.  Distribution géographique de Pratylenchus spp. au Guatemala

Une cartographie non exhaustive de la présence des deux principaux genres Meloidogyne
et Pratylenchus au Guatemala a été réalisée a partir des données de diagnostic du laboratoire
d’ANACAFE (figure 1.10). Elle montre que la quasi totalité des zones productrices de café sont
infestées par ces deux genres de nématodes et que les deux genres peuvent souvent cohabiter. Le
genre Pratylenchus apparait cependant plus fréquent que Meloidogyne spp. Concernant ce dernier
genre,, les différentes populations prélevées au Guatemala et pathogénes sur caféiers, ont éteé
rattachées a |I’espéce M. incognita, d’aprés I’étude de leurs profils enzymatiques (estérase F1)

et de leurs empreintes périnéales (Hernandez et al., 1996).
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“Verapaces”
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“Los Cuchumatanes” Océan Atlantique
Honduras
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Océan Pacifique
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Figure 1.10. Distribution géographique par département des deux principaux genres, Pratylenchus spp.

et Meloidogyne spp., parasitant les caféiers au Guatemala ; d’aprés les données du laboratoire de
diagnostic de I’ Association Nationale du Café.
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2.4.  Position systématique du genre Pratylenchus

Phvium: Nemata ou Nematoda

Ordre: Tylenchida Thome, 1949

Sous-ordre:  Tylenchina Chitwood & Chitwood, 1950
Super-famille: Hoplolaimoidea Filipjev, 1934

Famille: Pratylenchidae Thome, 1949

Sous-famille:  Pratylenchinae Thome, 1949

Genre: Pratylenchus Filipjev, 1936

Espéce tvpe P. pratensis (de Man, 1880) Filipjev, 1936

La famille des Pratylenchidae (= Nacobbidae Chitwood, 1950 = Radopholidae Allen &
Sher, 1967) contient huit genres avec un total d’environ 160 espéces dont un grand nombre n’ont
pas été suffisamment décrites (Loof, 1991). Cette famille peu homogene est considérée comme
eurymorphique car les genres qui y appartiennent différent I’un de I’autre par un grand nombre
de caracteres (Luc, 1987). Luc (1987) regroupe sous cette méme famille, les deux sous-familles
des Pratylenchinae Thome, 1949 (formes migratrices) et des Nacobbinae Chitwood, 1950 (formes
sédentaires). La sous-famille qui nous concerne dans cette étude, celle des Pratylenchinae
(= Radopholinae Allen & Sher, 1967 ;= Hoplotylinae Siddiqi, 1971 ; = Hirsmanniellinae Fotedar
& Handoo, 1978) contient les sept genres suivants: Pratylenchus Filipjev, 1936 (Genre type) ;
Radopholus Thome, 1949 ; Pratylenchoides Winslow, 1958 ; Hoplotylus s’Jacob, 1960 ;
Zygotylenchus Siddiqi, 1963 ; Hirshmanniella Luc & Goodey, 1964 ; Apratylenchoides Sher,
1973.

Si les genres au sein de la famille des Pratylenchidae sont facilement identifiables, le genre
Pratylenchus par contre est considéré comme sténomorphique (Luc, 1987). Il comprend en effet
des especes morphologiquement trés similaires et, donc, difficilement identifiables. L ’espéce
P. coffeae (figure 1.11) qui nous intéresse particulierement dans cette étude a subi différentes

synonymisations :
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Figure 1.11. Pratylenchus coffeae. B-F : méle ; A, G-N : femelles dont A-G, I-L :topotypes et
M-N :prélevées sur cafeiers dans le sud de I’Inde. D, E, H, I, M, N : extrémités postérieures.
F :maéle entier ; G :femelle entiere ; J :région de I’appareil reproducteur ; K :région de
I’oesophage ; L :région de lavulve. J :vue ventrale ; autres : vues latérales (D’aprés Siddiqi,

Figure 1.12. Appareil reproducteur d’une femelle
adulte de Pratylenchus coffeae.

¢ :constriction ; ne :noyau de “cap cell” ; nep :
noyaux des cellules épithéliales de la gonade ;
ng :noyau germinal ; sp :spermatozoides ; spt :
spermathéque ; supv :sac utérin post vulvaire ;
te :tricolumelia (D’aprés Roman & Hirschmann, 1969).
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P. coffeae (Zimmermann, 1898) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941

Tylenchus coffeae Zimmermann, 1898

Anguillulina coffeae (Zimmermann, 1898) Goodey, 1932

Tylenchus musicola Cobb, 1919

= Anguillulina musicola (Cobb, 1919) Goodey, 1932
= P. musicola (Cobb, 1919) Filipjev, 1936

= Tylenchus mahogani Cobb, 1920

= Anguillulina mahogani (Cobb, 1920) Goodey, 1932
=P. mahogani (Cobb, 1920) Filipjev, 1936

= Pratylenchus pratensis apud Yokoo, 1956

Hconvient de citer un étude sur la phylogénie du genre Pratylenchus car elle inclut I’'un
des isolats de notre étude, I’isolat Buena Vista (Al-Bana et al., 1997). Pour les dix especes de
Pratylenchus étudiées, la région D3 de I’ADN ribosomique 26S s’est révelé étre non variable
entre populations conspécifiques. Ces auteurs arrivent a la conclusion que le genre Pratylenchus
constitue en fait un groupe paraphylétique qui partage des ancétres communs avec
Hirschmanniella belli, Nacobbus aberans et Radopholus similis, espéces appartenant également
a la famille des Pratylenchidae. Cing des dix espéces étudiées: P. musicola, P. scribneri,
P. coffeae (qui correspond en fait a I’isolat Buena Vista du Guatemala), P. brachyurus et
P. hexincisus appartiennent a un méme clade et sont toutes largement réparties dans les zones
tropicales et subtropicales. Selon I’étude, elles partagent également un ancétre commun avec
Nacobbus aberans et Radopholus similis, espéces également a large distribution tropicale et
subtropicale et dont I’origine pourrait étre la région du Pacifique sud (Holdeman, 1986 ; Bridge
etal., 1997). Les auteurs avancent I’hypothése d’une origine commune de ces espéeces au sud de
I’ancien continent Gondwana qui pourrait expliquer leur distribution majoritairement au sud des

continents comme le fait remarquer Loof (1991).

Nous rappellerons ici les definitions relatives a quelques termes utilisés en taxinomie,
concernant la description d’espéces :type : spécimen ayant servi a la description d’un genre ou
sur lequel est fondé un groupe taxinomique ; toponyme = localité type : localité ou heu d’origine
de la population type d’une espéce ; topotype : spécimen collecté sur la localité type ;

paratype : tous les spécimens de la population type (ayant servi a la description d’une espéce)
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autres que I’holotype et de T'allotype ; holotype : spécimen choisi comme type d’une espéce par

I’auteur de la description ; allotype : paratype du sexe opposeé a I’individu choisi comme holotype.

2.5. Cycle biologique et pathologie

Toutes les espéces du genre Pratylenchus sont des endoparasites migrateurs, c’est a dire
que tous les stades depuis les néonates (deuxieme stade juvénile) aux adultes sont Ubres et
infestants. 1ls peuvent sortir des racines a tout moment de leur cycle pour vivre temporairement
dans le sol et aller ensuite parasiter de nouvelles racines. Ces parasites se nourrissent aux dépens
des cellules du parenchyme cortical des racines provoquant ainsi au niveau de ce tissu des lésions
ou cavités qui sont souvent colonisées ensuite par des pathogénes secondaires comme des
champignons teUuriques (Fusarium spp.) ou des bactéries (Loof, 1991). Cela se traduit par une
destruction compléte du parenchyme cortical et donc des nécroses généralUsées donnant un aspect
brun aux racines avec, dans le cas de racines Ugnifiées, un détachement du cortex, ne laissant en
place que le cylindre central. De ce fait, le terme vernaculaire anglo-saxon lesion nematodes a
été attribué aux Pratylenchus spp.

P. coffeae est une espéce bisexuelle a reproduction amphimictique obUgatoire (Roman &
TriantaphyUou, 1969). Les méales sont donc tres fréquents. En revanche, P. brachyurus qui
parasite également les caféiers est une espéce monosexueUe (méles absents ou tres rares) qui se
reproduit par parthénogénese mitotique.

L’appareil reproducteur des femeUes au sein du genre Pratylenchus est de type
monoprodelphique (figure 1.12), la gonade postérieure étant réduite & une branche post-utérine
ou sac post-vulvaire plus ou moins court et indifférencié (Roman & Hirshmann, 1969). L appareil
reproducteur est donc constitué d’un ovaire alonge, d’un oviducte, d’une spermatheque, d’un
utérus et d’un vagin. La gonade antérieure qui est fonctionneUe est de type télogonique. L’ ovaire
est en effet divisé en une zone antérieure germinale avec une ou plusieurs rangées d’oocytes et
une zone postérieure de croissance avec une seule rangée d’oocytes.

L ’oviposition des oeufs s’effectue dans les racines (Loof, 1991). L ’expulsion des oeufs
avant méme la fusion des pronuclei des gametes a été observée chez des femelles de P. coffeae
(Roman & TriantaphyUou, 1969). Chez cette méme espéce, des développements intra-utérins
d’oeufs ont cependant été observés dans une population prélevée au Honduras sur

Musaparadisiaca (Wehunt & Edwards, 1971). Jusqu’a sept oeufs embryonnés ont été observés
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dans des femelles de P. coffeae extraites de Citrus en Inde (Siddiqi, 1972). Chez des femelle de
P. coffeae d’un isolat prélevé sur C. arabica au Salvador, élevées a 24-26°C, des rétentions
d’oeufs ont été observées durant 14 jours dans la cavité utérine jusqu’au moment de I’éclosion
sous la forme de deuxiéme stade juvénile (Moreno-Vaquerano, 1980). Pour ces femelles
I’expulsion des oeufs est observée a partir du stade 8 blastomeéres, 72 h aprés le début de la
segmentation. Des phénomeénes d’endotokia matricida ont été observés sur des femelles de
P. coffeae extraites de racines de Citrus (Loof, 1959). Chez P. coffeae, la premiére mue a lieu
dans I’oeuf. L éclosion intervient 6 a 8 jours apreés oviposition a 28-30°C, donnant naissance aux
juveéniles de deuxieme stade (Siddiqi, 1972). Hors de I’oeuf, les larves subissent ensuite trois
mues. L apparition des premiers adultes est observée 15 jours apres I’éclosion sur tubercules de
Solanum tuberosum et a 25-30°C (Gotoh, 1964). Dans ces conditions, la durée moyenne du cycle
est de 27 jours. En I’absence d’h6te, des individus de P. coffeae peuvent survivre dans le sol
humide durant 8 mois (Sidigqi, 1972). Aucune donnée n’a été trouvée sur la biologie sur les
autres espece morphologiquement proches de P. coffeae et récemment décrites c’est a dire

P. gutierrezi, P. pseudocoffeae ou P. panamaensis.

2.6. Caractéristiques morphologiques

Le genre Pratylenchus présente trés peu de caractéres morphologiques discriminants
comme nous |’avons commenté précédemment. Ce fait est aggrave par la grande variabilité
intraspécifique des principaux critéres morphologiques et plus particulierement morphométriques
en relation avec les facteurs environnementaux (Roman & Hirshmann, 1969 ; Tarté & Mai, 1976
; Taijan & Frederick, 1978 ; Loof, 1991, Inserra etal., 1996 ; Duncan et al., 1998). Cependant,
certains caractéres morphologiques qualitatifs tres variables comme la forme de la queue des
femelles ou de la spermathéque ainsi que certains descripteurs morphométriques également
variables restent encore des critéres largement utilisés en taxinomie pour la description de
nouvelles espéces comme certaines morphologiquement proches de P. coffeae: P. loosi Loof,
1960 ; P. panamaensis Siddiqgi et al., 1991 et pour le diagnostic. De ce fait, de nombreuses
incertitudes et contradictions subsistent dans la taxinomie du genre Pratylenchus. Luc (1987)
reconnait pour ce genre, 59 espéces et 13 especes inquirendae; tandis que Handoo & Golden
(1989) mentionnent 63 espéces, 17 especes inquirendae et 4 Nomina nuda et enfin Loof

(1991) : 47 espéces et 28 espéces inquirendae. Pour le genre Pratylenchus, un grand nombre de
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nouvelles espéces considérées comme discretes et de synonymisations considérant certaines

comme conspécifiques sont citées dans la littérature.

Les principales especes morphologiqguement proches de P. coffeae sont (annexe 2) :

Espéce Auteur, année Hote Lieu géographique
P. loosi Loof, 1960 Camellia sinensis Sri Lanka

P. alleni Ferris, 1961 Glycine max Ilinois, USA

P. panamaensis  Siddigi etal., 1991 Coffea sp. Panama
P.yamagutii Minagawa, 1991 Weigela middendorffiana Hokkaido, Japon

Almus crispa maximowiczii

P. gutierrezi Golden etal., 1992 Coffea arabica Alajuela, Costa Rica
P. pseudocoffeae Mizukubo, 1992 Chrysanthemum morifolium  Miazaki, Japon
Artemisiafeddei Nagasaki, Japon

Depuis son introduction en nématologie, le microscope électronique a balayage (MEB)
permettant des observations trés détaillées de la morphologie, a été d’une grande aide pour la
taxinomie (Hooper & Clark, 1980). Plus particulierement pour le genre sténomorphique
Pratylenchus, le MEB a permis d’obtenir d’importantes informations pour avancer dans la
taxonomie du genre. Des études sur la région labiale de quelques Pratylenchus spp. ont été
initiees par Corbett & Clark (1973) afin d’essayer de clarifier leur position taxinomique. La partie
antérieure de différents Tylenchoidea dont douze populations appartenant a cing especes de
Pratylenchus a ensuite été examinée (Sher & Bell, 1975). Ces auteurs ont pu observer des
structures qui n’avaient jamais pu étre observées auparavant, au microscope optique, comme la
présence systématique de six papilles autour de I’orifice buccal chez les différents Pratylenchidae
observés. lls ont également observe la présence de subdivisions au niveau du premier anneau
cephalique en secteurs labiaux sub-médians et latéraux chez P. minyus et P. thomei. En revanche
une population non identifiée de Pratylenchus provenant de Californie présentait une capsule
céphalique lisse. L’étude au microscope électronique a balayage de dix-huit especes de
Pratylenchus a permis a Corbett & Clark (1983) de proposer une classification de ces espéces

selon trois groupes morphologiques d’apres la configuration du premier anneau céphalique et du
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disque labial (figure 1.13). Les nématodes du groupe | sont caractérisés par un premier anneau
céphalique sans aucune division en raison probablement de la fusion des secteurs labiaux sub-
medians et latéraux (Luc, 1987 ; Baujard et al., 1990). Cette configuration est observée pour les
espéces suivantes : P. brachyurus, P. coffeae, P. crenatus, P. goodeyi, P. loosi, P. sefaensis et
P. zeae. Dans les groupes n et |11, la partie externe de la face est subdivisée en secteurs labiaux
sub-médians et latéraux. Ces derniers contiennent les ouvertures d’amphides dans leur partie
interne prés du disque labial. Dans le groupe 11: les secteurs labiaux sub-medians, fusionnés avec
le disque labial, sont plus étroits dans leur partie interne et vont en s’élargissant vers |’extérieur.
Cette configuration est observée pour les espéces suivantes : P. neglectus et P. thomei. Dans le
groupe HI: les secteurs labiaux submédians ont une forme de cloche renversée. Cette
configuration est observée pour les espéces suivantes : P. andinus, P. fallax, P. penetrans,
P. pinguicaudatus, P. pratensis et P. vulnus, la constance de ce critére a ensuite été confirmée
pour des populations de P. brachyurus, P. loosi, P. sefaensis et P. zeae prélevées dans la zone
sahélienne ouest africaine (Baujard et al., 1990). Ce caractére est considéré comme déterminant
pour I’identification des Pratylenchus spp. et en particulier pour différencier certaines espéces trés
similaires pour les autres caracteres morphologiques classiques (Corbett & Clark, 1983).
L ’observation au MEB de ce caractere a d’ailleurs contribué ensuite a la reconnaissance et
description de nouvelles espéces. Mizukubo (1992) a utilisé cet outil pour étudier la diversité
phenotypique du complexe P. coffeae, comme il I’a nommé, en observant diverses populations
du Japon. Cette étude a aboutit a la description de nouvelles especes : P. pseudocoffeae,
P. okinawaensis (Minagawa, 1991) et P. yamagutii (Minagawa, 1991), du fait en particulier de
leur appartenance au groupe Il de Corbett & Clark (1983) contrairement a P. coffeae appartenant
au groupe I. Cet outil a également contribué a la distinction et description de P. gutierrezi
appartenant également au groupe Il (Golden et al. (1992).

L ’étude anatomique des organes sensoriels de P. crenatus, P. penetrans et P. thomei
(figures 1.14 et 1.15) a réveélé une relation entre I’appartenance de ces especes soit au groupe I,
soit aux groupes Il et Il de Corbett & Clark (1983) et le degré d’encerclage des proces
céphaliques par les proces labiaux externes sub-médians (Trett & Perry, 1985). L ’ectopie des
procés labiaux est en effet plus importante chez P. thomei et P. penetrans (groupe Il et IlI,
respectivement) que chez P. crenatus (groupe 1). Ces différences combinées de la configuration
du premier anneau céphalique et de la structure des organes sensoriels externes céphaliques et

labiaux pourraient se traduire par des comportements et des preferendum d’habitat différents
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Groupe | Groupe Il Groupe Il

Configuration lisse Premier anneau subdivisé: Premier anneau subdiviseé:
Disque labial proéminent Secteurs labiaux submédians Secteurs labiaux submédians
bien définis bien définis
plus larges vers |’extérieur en forme de cloche inversee

Figure 1.13. Groupes phénotypiques des Pratylenchus spp. définis par Corbett & Clark (1983) d’apres la configuration du premier anneau
céphalique. dl : disque labial ; oa : orifices des amphides ; ob : orifice buccal; si : sensilles labiales ; sll : secteurs labiaux latéraux ; simd :
secteur labial submédian dorsal ; simv : secteur labial submédian ventral.



AC : canal amphidien

ADP : procés dendritique amphidien
AP : ouverture d’amphide

ASH : Proceés cellulaire du manchon

amphidien

ASO : proces cellulaire de la cavité
amphidienne

BP : plateau basai de la structure
céphalique

CS : sensille céphalique

CU : cuticule

DL : disque labial

ID : dendrite

ILS : sensille labiale interne

LOLS :sensille labiale externe latérale
PM : cellules musculaires protractiles
S: orifice buccal

SLL : secteur labial submédian

SLM : secteur labial latéral

SOLS :sensille labiale externe sub-médiane
ST : stylet

STC : extension du vestibule

Figure 1.14. Diagramme de I’extrémité antérieure des especes de Pratylenchus avec les sensilles
amphidiennes (D’aprés Trett & Perry, 1985).

Figure 1.15. Schéma du systeme nerveux au niveau de la partie céphalique de Pratylenchus spp.
(D’apres Trett & Perry, 1985). Pour la légende voir figure 1.14.
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(Trett & Perry, 1985). Ces auteurs font remarquer en effet que P. thomei et P. penetrans sont
plus fréquents dans les sols lourds alors que P. crenatus est communément observé dans des sols

légers.

2.7.  Caractéristiques cytologiques

C’est d’abord, du fait de I’insuffisance des criteres morphométriques pour différencier les
espéces au sein du genre Meloidogyne que Triantaphyllou (1962, 1963, 1966, 1969) a introduit
la diversité cytologique dans les critéres d’identification. Des travaux ont ensuite été réalisés sur
diverses espéces du genre Pratylenchus par Roman et Triantaphyllou (1969) ainsi que Hung et
Jenkins (1969) ou le mode de reproduction et le nombre de chromosomes se sont avérés étre les
criteres taxonomiques les plus intéressants:

- Les espece bisexuelles P. penetrans, P. vulnus et P. coffeae (males fréquents) sont
amphimictiques obligatoires et diploides avec un nombre de chromosomes somatique
respectivement égal &: n=5;n=6 etn=7. Lavariabilité du nombre de chromosomes observée
d’une espéce a I’autre semble indiquer des changements importants au niveau des chromosomes
durant I’évolution du genre Pratylenchus (Roman et Triantaphyllou, 1969). Selon ces mémes
auteurs, le nombre de chromosomes est identique chez le méle et la femelle. 1l n’y a pas eu
reconnaissance de chromosomes sexuels. Par ailleurs Triantaphyllou (1971) mentionne quelques
observations limitées qui suggerent I’existence d’un type XX (?)-XY (d") pour les chromosomes
sexuels de P. coffeae et P. vulnus.

- Pour mémoire, les espéces monosexuées P. zeae, P. brachyurus et P. neglectus (males
absents ou trés rares) se reproduisent par parthénogénese mitotique et ont toutes un nombre élevé
de chromosomes somatiques: 2n =26 ; 2n = 30 a 32 et 2n = 20 respectivement. Ces formes sont

probablement polyploides.

2.8. Relations H6te-Parasite

2.8.1. Concepts et définitions :

I est difficile d’adapter aux endoparasites migrateurs comme Pratylenchus spp. a

comportement alimentaire nécrotrophique, la terminologie habituellement utilisée dans les
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relations héte-parasite dont les concepts sont essentiellement élaborés a partir de pathosystéemes
du domaine de la phytopathologie, parfois de la nématologie mais pour les nématodes
endoparasites a comportement biotrophique.

Shaner et al. (1992) ainsi que Bos & Parlevliet (1995) ont réalisé une synthése des divers
concepts utiliseés dans les diverses disciplines concernant les relations plante hote-parasite pour
proposer une terminologie qui soit utilisable quelque soit la nature du parasite étudié. Celle ci est
élaborée a partir de la synthése déja présentée par le Comm. Terminol. Ned. Planteziektenkd.
(1985). Dans notre étude nous retiendrons pour les termes relatifs au pouvoir pathogene des
parasites, les définitions proposées par Bos & Parlevliet (1995) telles qu’elles apparaissent
schématisées dans la figure 1.16.

L’agressivité d’un parasite est sa capacité a attaquer, a établir une relation parasitaire et
a se développer sur un hote donné (Comm. Terminol. Ned. Planteziektenkd., 1985). C’est une
composante quantitative du pouvoir pathogene. Elle s’évalue par les taux de pénétration et de
multiplication dans I’héte. L’agressivité s’évalue sur une gamme de génotypes hoétes en
déterminant la quantité de parasites se développant sur ceux ci, la gamme ou étendue de plantes
hotes et de populations hotes attaquées ou infestés, et enfin la densité de population du pathogéne
sur les plantes hétes et dans les cultures ou le nombre de plantes infestées. C’est ce que Shaner
et al. (1992) ont défini comme la capacité parasitaire qui est influencée par la capacité
reproductive du parasite sur un hoéte donné et le pouvoir pathogene spécifique qui est défini
comme son degré de compatibilité avec I’hdte ou une gamme d’hétes.

La virulence selon Bos & Parlevliet (1995) tout comme Shanner et al. (1992) est
appréhendée comme la capacité d’un pathogéne a causer des symptomes. Qualitativement, elle
rend un parasite pathogéne. Un parasite sans virulence n’est pas pathogene. En nématologie,
Trudgill (1986 et 1991) considere que ce terme doit étre réservé a des relations géne pour géne
lorsqu’il s’agit d’endoparasites sédentaires comme Meloidogyne spp. on Heterodera spp. Souvent
portée par des genes récessifs (d’avirulence), la virulence rend compatible ou non une relation
parasite-h6te en interaction avec les genes de résistance de I’h6te. S’agissant dans le cas de notre
étude, de relations compatibles entre les populations de Pratylenchus, endoparasites migrateurs,
et les caféiers ou aucune résistance spécifique totale n’a encore été montrée, nous n’utiliserons
pas ce terme.

Le pouvoir pathogene est déterminé conjointement par I’agressivité et la virulence du

parasite. C’est la capacité (quantitative) a causer une maladie. Pour les raisons évoquées
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précédemment, en I’absence de virulence, nous parlerons plut6t pour ce parasite nécrotrophe de

capacité a produire des dégats.

Concernant les termes qualifiant la plante-hote (par rapport a un pathogéne donné), nous
retiendrons également les définitions de Bos et Parlevliet (1995) :

La“susceptibilité” (du terme anglo-saxon “susceptibility” traduit en francais par le terme
sensibilité qui est également utilisé pour traduire “sensibility” ) est le complexe de caractéristiques
qui rendent un organisme apte a étre hdte d’un parasite c’est-a-dire a permettre son
développement (compatibilité de I’hdte vis a vis du parasite). A I’échelle macroscopique
(concept), la “susceptibilité” est I’inverse de la résistance méme si des mécanismes différents et
indépendants peuvent exister pour chacune de ces composantes. La “susceptibilité” ne peut non
plus étre réduite a la définition de non-immunité selon les mémes auteurs.

La résistance est la capacité d’un hote a entraver le développement et I’activité d’un
parasite {Comm. Terminol. Ned. Planteziektenkd., 1985). La résistance tout comme la
“susceptibilite” doit prendre en compte différents mécanismes a différentes étapes: lapénétration,
I’établissement et la multiplication du parasite. Les phénomenes de résistance non spécifique,
comme c’est souvent le cas avec les nématodes endoparasites migrateurs, sont dis a des
mécanismes de défense qui inhibent, restreignent, retardent ou altérent le développement du
nématode. Les mécanismes de résistance peuvent étre considérés selon quatre catégories non
exclusives (Dalmasso et al., 1992) : (1) I’absence d’attractivité voire la possibilité de répulsivité
pouvant conduire a une immunité ; (2) les barrieres physiques: épiderme de la racine, parois
cellulaire a I’intérieur de la racine (dépéts) ; (3) les défenses biochimiques constitutives qui sont
des mécanismes passifs, c’est & dire qu’elles ne sont pas induites par le parasite mais sont
présentes en permanence dans la plante ; (4) les mécanismes de résistance induits: production de
phytoalexines, accroissement de la respiration cyanide, réactions d’hypersensibilité.

La sensibilité (= sensibility) est définie comme la capacité a développer des symptémes
en réaction a I’infestation d’un parasite (Comm. Terminol. Ned. Planteziektenkd., 1985). Elle
inclue les réductions de récolte.

La tolérance est I’aptitude d’un hote a limiter les effets néfastes d’un parasite, d’un
organisme phytophage ou d’un facteur abiotique (Comm. Terminol. Ned. Planteziektenkd., 1985).
Elle ne doit pas étre confondue avec la résistance partielle ou incomplete. Selon Trudgill (1991),

les différences de tolérance entre cultivars ou hotes peuvent étre évaluées en comparant les
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réductions de croissance ou de production dues aux dégats de nématodes lorsque les plants sont
exposes a des infestations similaires de nématodes dans le sol. Pour notre étude, nous utiliserons
plutét le concept exposé par Bos & Parlevliet (1995) et nommé par Clarke (1986) la tolérance
a I’attaque dans lequel on se réfere au degré d’attaque ou degré d’infestation, c’est a dire dans
notre cas a la population de nématodes présente dans les racines au moment de I’évaluation des
dommages (poids frais, récolte). Quel que soit le concept retenu, lorsque I’on compare les niveaux
de tolérance de cultivars a croissance difféerente ou productivite différente, cela requiere
I’évaluation du poids frais ou de la production a des niveaux similaires d’infestation mais aussi en
absence de nematodes (Trudgill, 1991). La tolérance peut s’évaluer en terme de production sous
des densités données de nématodes (Rivoal et al., 1991; Dalmasso et al., 1992). Dans le cas de
rotations culturales ou de renouvellement de plantations avec des génotypes différents, des plantes
tolérantes mais non résistantes peuvent se transformer en “porteurs sains” qui permettent
I’augmentation des densités de populations de nématodes (Dalmasso, 1992).

La “susceptibilité” versus larésistance de méme que la sensibilité versus la tolérance sont
des notions graduelles et non des termes absolus caractérisant les situations extrémes d’une
échelle continue (Bos & Parlevliet, 1995). On peut alors définir la vulnérabilité comme la
résultante de ces deux échelles continues et qui est donc I’inaptitude d’une plante (ou d’un
organisme) a résister aux attaques d’un parasite et a contrecarrer les effets de I’attaque

(figure 1.17).

2.8.2. Diversité de la capacitéparasitaire chez Pratylenchus spp..

Pour ce qui est de la diversité intraspécifique que nous étudierons en relation avec sa
capacité reproductive et parasitaire, nous utiliserons le terme de biotype défini comme unité de
base caractérisée par sa capacité a se reproduire sur un seul hote différentiel (Triantaphyllou,
1987) enaccord avec les observations de Barker (1993). Ce terme biotype est d’ailleurs considéré
par Triantaphyllou (1987) comme équivalent a celui de pathotype dont I’'usage est recommandé
par Dropkin (1988). Néanmoins pour les raisons évoquées pour le pouvoir pathogéne nous lui
préférerons le terme de biotype.

La diversité intraspécifique du point de vue de la capacité parasitaire a été montrée chez
différentes espéces de Pratylenchus en relation avec des origines géographiques différentes et/ou

des plantes hotes d’origine différentes. Des différences ont été observées entre populations
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geographiques de P. penetrans pour leur capacité reproductive et leur capacité a causer des
dégats sur Nicotiana tabacum et N. debneyi (Olthof, 1968) et pour leur capacité reproductive sur
Solanum tuberosum (France & Brodie, 1996). Chez P. vulnus, six isolats géographiques prélevés
sur six hotes différents ont montré des différences quant a leur capacité reproductive et leur
capacité a causer des dégats sur un hybride Prunus pérsica x P. amygdalus et un porte-greffe
Malus pumila (Pinochet et al., 1993). Différents travaux ont également été réalises chez
P. coffeae. Trois populations japonaises de P. coffeae ont montré des capacités reproductives
différentes sur 15 cultivars appartenanta 14 espéces de plantes differentes (Mizukubo, 1995). Une
étude réalisée en Inde a révélé d’une part que des plants d’Elettaria cardamomum ne pouvaient
étre infestés par une population de P. coffeae prelevée sur C. arabica et que d’autre part, des
plants de C. arabica pouvaient étre infestés par une population de P. coffeae prelevée sur
Elettaria cardamomum mais sans que cette population puisse se multiplier (Kumar &
Viswanathan, 1972). Ces deux populations prélevées sur deux hotes différents ont montré de plus
des capacités parasitaires différentes sur cinq autres hotes : Lycopersicon esculentum,
Solanum tuberosum, Cajanus cajan, Cicer arietinum et Dolichos lablab. Une étude similaire a
également mis en évidence I'immunité de C. arabica vis a vis de deux populations de P. coffeae
prélevées sur bananiers tandis que des bananiers (Musa AAA) cv Grande Naine étaient infestés
par I’isolat Buena Vista prélevé sur C. arabica mais sans que ce nématode puisse se multiplier
(Sarah & Pinochet, non publié). Il n’a pas été trouvé dans la littérature d’études sur la diversité
de capacité parasitaire entre isolats géographiques de P. coffeae ou d’une autre espéce du méme

genre prélevés sur caféiers.
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3. Objectifsde recherche

Il existe actuellement peu de programmes de recherche sur Pratylenchus qui concernent
la culture des caféiers. Ce genre est en effet souvent considérée comme moins important que
Meloidogyne mais on peut se demander s’il ne s’agit pas d’une mauvaise appréciation des degats
dds a ces nématodes dont les symptdmes sont beaucoup moins spectaculaires et de fait moins
reconnaissables. L’impact réel de ces nématodes sur C. arabica doit étre évalué afin de confirmer
ou infirmer les besoins de mettre en place des programmes de protection des caféiers contre ces

nématodes.

La problématique d’identification d’un certain nombre d’espéces de Pratylenchus
morphologiquement proches de P. coffeae avec le cas d’identifications controversées pour I’un
des isolats de notre etude (cas de I’isolat Buena Vista) nous ont amener a envisager une possible
diversité interspécifique et/ou intraspécifique qui n’aurait pas pu étre décelée et pour laquelle il
est important de définir comment elle se traduit en terme de pouvoir pathogene sur caféiers. C’est
pourquoi, le premier volet du travail présenteé ici, a consisté a caractériser quatre isolats
geographiques de Pratylenchus en utilisant des marqueurs d’expression morphologiques mais
aussi biologiques.

Nous nous sommes attachés en premier heu a étudier la variabilité des caractéres
morphométriques a I’intérieur des populations et entre ces populations afin de voir si une
discrimination totale de ces populations était possible a partir de ces descripteurs. Cette approche
conduite au microscope optique a été complétée par des observations au microscope électronique
a balayage, outil particulierement utile pour des observations morphologiques précises des
nématodes et en particulier pour la caractérisation des Pratylenchus spp. (Corbett & Clark, 1983

; Baujard et al., 1990).

Concernant les études biologiques sur les isolats, une premiere partie avait pour objectifs
d’étudier le mode de reproduction des isolats (amphimictique / parthénogénétique) et de vérifier
I’existence d’isolements sur le plan reproductif entre ces isolats. La seconde partie des ces études
biologiques consistait a étudier la capacité reproductive des isolats en élevage monoxénigue en
fonction de la température. La troisieme partie portait sur la capacité parasitaire en abordant les

dynamiques de pénétration et de multiplication dans les racines de Coffea arabica et
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C. canephora en conditions contrblées. En effet des résistances partielles ont déja observées chez
C. canephora vis-a-vis de diverses populations de Meloidogyne spp. d’Amérique Centrale
(Anzueto, 1993 ; Bertrand et al., 2000). D’autre part, aucun facteur de résistance aux
populations de Pratylenchus spp. d’Amérique Centrale n’a été démontré. Nous avons donc inclus
certaines lignées ou cultivars de C. canephora dans cette étude pour caracteriser les isolats et
évaluer le niveau de résistance de ce matériel génétique.

Au dela de I’intérét proprement phylogénique pour clarifier la taxinomie du complexe
d’espéces morphologiquement proches de P. coffeae, ces études revétent un intérét agronomique
considéerable dans I’élaboration de diverses méthodes de lutte dans un contexte de protection
intégrée contre ces populations de nématodes. Plus particulierement, la connaissance de la
diversité biologique au sein des populations de est bien sir indispensable pour mener a bien des

programmes de selection de résistances a ces parasites.

Parallelement, un second volet d’études a porté sur des approches bioécologiques en
milieu réel, dans les plantations de caféiers du Guatemala. L’un des moyens de lutte les plus
utilisés reste encore la lutte chimique dont les applications de nématicides sont souvent réalisees
de facon empirique. D est donc nécessaire d’acquérir des connaissances sur la bioécologie de ces
parasites et en particulier sur les fluctuations de populations et les principaux facteurs qui les
régulent afin de raisonner cette lutte chimique. 1l faut ensuite évaluer la réelle efficacité de cette
lutte chimique raisonnée qui présente tout de méme un codt élevé ainsi qu’un impact élevé sur
I’environnement. La pratique du greffage de C. arabica sur C. canephora largement diffusée au
Guatemala est actuellement réalisée sur des porte-greffes non sélectionnés. Quel est I’effet de ces
porte-greffes canephora sur les Pratylenchus? Existe-t-il chez ce matériel génétique des facteurs
de résistance aux Pratylenchus ou s’agit-il de phénomenes de plus grande tolérance?

Une premiére étude visait d’une part a évaluer la capacité d’une population naturelle de
Pratylenchus a causer des dégats au champ sur C. arabica. D’autre part, ce travail avait pour
objectifd’étudier I’influence comparée ou combinée des traitements nématicides et du greffage
sur C. canephora sur les populations de ce parasite et sur les dommages occasionnés sur cette
culture. Quelques observations sur I’effet de I’ombrage ont également pu étre effectuees afin
d’appréhender son eéventuel role dans la protection intégrée contre ces nématodes.

Une seconde étude avait pour objectifd ’etudier les fluctuations de populations en relation

avec les facteurs climatiques et les rythmes phénologiques des caféiers, sur deux sites ; I’un se
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trouvant a la limite inférieure et I’autre dans la partie supérieure de la frange d’altitudes de culture
de C. arabica au Guatemala. Ces données devraient permettre d’optimiser les modalités de lutte
contre ces parasites.

Ce sont autant de questions auxquelles il faut répondre pour jeter les bases d’une

protection intégrée efficace contre les Pratylenchus en culture de C. arabica.
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1. Les populationsetisolats de pratylenchus spp.

1.1.  Origines géographiques

Les études de populations et prélevements d’isolats sont réalisés sur cing sites
géographiques (figures 2.1 et 2.2). Les principales caractéristiques écologiques et agronomiques

de ces sites sont regroupées dans le tableau 2.1

Quatre de ces sites: Buena Vista, Chitalon, Moca et San Jeronimo, proviennent de la
partie occidentale du versant sud (versant Pacifique) de la chaine volcanique principale qui
traverse le Guatemala d’ouest en est. Cette région est caractérisée du point de vue édaphique par
des sols de type andosols molliques (andosols vrais) (Simmons et al., 1959; FAO-UNESCO,
1988). Du point de vue climatique, cette région se caractérise par une forte pluviosité (quantité
annuelle supérieure a 3000 mm) et la présence d’une période séche marquée (pluviométrie
mensuelle généralement inférieure & 50 mm) durant 4 a 6 mois, de novembre-décembre a mars-
avril selon I’année et I’altitude (annexe 3). La saison séche est d’autant plus marquée que
I"altitude est basse. De plus, il apparait fréquemment entre juin et aolt une période de moindre
pluviosité appelée localement “canicule”. D’une durée de 6 a 8 semaines, elle est due a un
affaiblissement des systemes de dépression durant cette période. Elle est peu observable sur les
histogrammes représentant le regime mensuel moyen des pluies sur plusieurs années car cette
“canicule” est plus ou moins prononcée d’une année a |’autre et intervient a des dates différentes.
Les variations saisonnieres de températures sont peu marquées tandis que les variations
nocturaes-diumes sont beaucoup plus importantes et augmentent avec I’altitude (annexe 4). Les
sites d’étude sont constituées par des parcelles de monoculture sous ombrage d’arbres

appartenant au genre Inga sp.

L "autre site d’étude, Chamtaca, se situe dans une zone plus septentrionale sur un massif
montagneux constitué de sols calcaires de type “cambisol” selon la classification de la FAO-
UNESCO (1988) ce qui correspond a des inceptisols (Van Wambeke, 1995). Cette région sous

influence atlantique posséde un climat quelque peu différent a celui des autres sites. Ce dernier
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Figure 2.1. Carte hypsométrique du Guatemala figurant les zones de culture de C. arabica et le
site de prélevement de I’isolat de Pratylenchus Chamtaca. Source : CIRAD/CA UR-FM 11/1994



91-

A -nnn i SITES D’ETUDE DE
> juuu m POPULATIONS ET/OU
DE PRELEVEMENT
2100 -3100 m D’ISOLATS
1200-2100 m . Localité
600 -1200m - Limites inférieure et
supérieure de la zone
300 - 600 m de culture du café-
150 -300 m
0-150 m

Figure 2.2. Carte hypsométrique de la région du sud-ouest du Guatemala avec localisation des
quatre sites d’étude de population insitu et/ou de prélevement d’isolats de Pratylenchus sur le
versant sud de la chaine volcanique Sierra Madre du Guatemala.
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Tableau 2.1. Principales caractéristiques écologiques des sites d’étude de population in situ et/ou de prélévement d’isolats de Pratylenchus.

Site

Buena Vista

Chitalon

San Jeronimo

Moca

Chamtaca

Localité

San Sebastian Reu

Retalhuleu

Mazatenango
Suchitepequez

Santa Barbara
Suchitepequez

Santa Barbara
Suchitepequez

Chamtaca
Alta Verapaz

Hoéte

C. arabica

C. canephora*

C. arabica et

C. canephora*

C. arabica

C. arabica

C. arabica greffé sur C. canephora.
Moyennes des minima et maxima absolus de températures pour le mois le plus froid et le plus chaud respectivement.
Classification climatique de Thornwaite (in Anon., 1984)

Altitude
(m)

450

400

900

1200

1250

Températures**

16°C (Déc.)
36°C (Avr.)

16°C (Déc.)
36°C (Avr.)

12°C (Déc.)
35°C (Avr.)

12°C (Déc.)
32°C (Jul.)

7°C (Jan.)
33°C (Mai)
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Cumul de
précipitations
mm/an
jours/an

3 500
155

3400
150

2900
160

4 400
190

2 200
170

Principales caractéristiques
climatiques selon la
classification de Thornwaite***

Chaud
Sans saison froide bien définie
Trés humide
Saison seche bien définie

Chaud
Sans saison froide bien définie
Trés humide
Saison séche bien définie

Modérément chaud
Sans saison froide bien définie
Trés humide
Saison séche bien définie

Modérément chaud
Sans saison froide bien définie
Trés humide
Saison seéche bien définie

Tempéré
Saison froide modérée
Trés humide
Sans saison séche bien définie

Type de
Sol

Andosols

Andosols

Andosols

Andosols

Inceptisols
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se caractérise par une quantité annuelle de précipitation bien qu’élevée, nettement inférieure a
celle observée dans la région Pacifique (environ 2500 mm) et mieux répartie au cours de I’année
avec une saison seche beaucoup moins marquée de janvier a avril avec une pluviométrie mensuelle
rarement inférieure a 70-80 mm. La “canicule” n’y est pratiquement pas observée. Les variations
saisonnieres de température sont également modérées dans cette zone mais le climat moins chaud
montre des variations diurnes/nocturnes plus importantes avec des températures minimales

absolues basses en particulier durant la période de moindre pluviosité de novembre a avril.

L’isolement géographique de ces deux zones de production a pour conséquence la quasi
absence d’échanges de matériel végétal entre ces deux régions. Les cing sites étudiés se trouvent
sur des exploitations possédant leur propres pépiniéres tant de café que d’arbres d’'ombrage. Le
matériel végétal n’est donc actuellement introduit que sous forme de graines. Le substrat des

pépiniéres est prélevé sur place.

1.2.  Collecte et élevage des isolats.

Les quatre isolats de I’étude ont été prélevés sur quatre sites différents: Buena Vista,
Chitalon, Moca et Chamtaca. Des racines de caféiers sont prélevées puis lavées soigneusement
au laboratoire afin de les débarrasser au maximum de toutes les particules de sol ainsi que des
nématodes ectoparasites ou saprophages. Elles sont ensuite découpées en trongons de 5 a 10 cm
et mises en incubation dans un erlenmeyer rempli d ’eau avec une insufflation d’air (Hooper, 1986)
au moyen d’une petite pompe a air et d’un diffuseur d’air, du type utilisé en aquariophilie. Cela
permet d’éviter une mortalité importante des nématodes occasionnée par le manque
d’oxygénation auquel ils sont trés sensibles (Norton, 1978). L’eau d’incubation est passée sur un
premier tamis de maille 150 jim pour éliminer les débris végétaux puis sur un second tamis de 25
lom sur lequel sont récupérés les nématodes que 1’on peut ainsi concentrer dans un petit volume
d’eau. S’agissant de racines de plantes ligneuses, I’eau d’incubation se charge rapidement en
tanins durant les 2-3 premiersjours, entrainant une mortalité importante des nématodes. Cette eau
doit donc étre changée quotidiennement durant les premiers jours d’incubation. Différents tests
nous ont permis de déterminer que plus de 90% des nématodes récupérés le sont durant les 15

premiers jours (figure 2.3).
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Figure 2.3. Courbes de récupération de Pratylenchus (population de Buena Vista) au cours du
temps par incubation de racines de Coffea arabica dans I’eau avec oxygénation par insufflation
d’air. A : Cumul des pourcentages d’effectifs totaux de nématodes récupérés, tous stades confondus
; B : Proportion (%) d’adultes dans la population récupérée ; C : Indice andrique de la population
cumulée.
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Le sex-ratio (rapport 0'/?) des individus récupérés est d’environ 0,65 le premier jour
d’incubation et diminue pour se stabiliser autour de 0,50. Cependant, la valeur moyenne
rencontrée dans les extractions par centrifugation-flottation, (méthode a priori non préférentielle
vis a vis des sexes et stades) montre en général des valeurs plus faibles. Il semble donc que dans
ces conditions, les males ont une plus grande capacité a émigrer des racines et de facon plus
rapide que les femelles.

La proportion d’adultes dans la population totale d’individus extraits est, le premier jour
d’incubation, d’environ 30%, proportion généralement observée également avec la méthodes
d’extraction par centrifugation-flottation. Cette proportion diminue ensuite pour se stabiliser
autour d’environ 25%. Cette diminution de la proportion d’adultes dans la population de
nématodes extraits pourrait s’expliquer par une plus grande capacite des juvéniles a sortir des

racines et/ou par I’éclosion d’oeufs contenus dans les racines.

Aprés concentration de la suspension de nématodes par sédimentation, les individus les
plus actifs (adultes, males et femelles) sont péches individuellement sous loupe binoculaire puis
observés sous microscope par groupe de dix pour s’assurer qu’il s’agit bien d’individus de
Pratylenchus. Une centaine de nématodes est ainsi récupérée et inoculée sur un disque de
carottes afm de constituer un élevage monoxénique in vitro selon une technique modifiée de
O’Bannon & Taylor (1968) (annexe 5). Les descendances obtenues des quatre premiers flacons
d’élevage sont réunies et inoculées a nouveau sur disques de carottes pour constituer I’élevage

définitifde chaque isolét.

2. Etude morpho-anatomique de quatre isolats de pratylenchus spp.

2.1 Fixation des nématodes

Les nématodes des quatre isolats Moca, Buena Vista, Chamtaca et Chitalon, sont
récuperés apres élevage durant 11 mois sur rondelles de carottes in vitro. Les rondelles de carotte
du flacon d’élevage sont découpées au scalpel et déposées sur un tamis (maille de 1 mm)
recouvert d’une triple épaisseur de mouchoirs de cellulose dans le but d’éliminer les impuretés
qui pourraient géner ensuite |’observation. Le tamis est déposé durant 12 heures dans des

récipients propres contenant de I’eau distillée qui est oxygénée par insufflation d’air. La
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suspension de nématodes est ensuite récupérée et mise a décanter dans un tube a hémolyse durant
2 h. Le surnageant est éliminé pour ramener le volume de la suspension a environ 3 ml. Pour tuer
les nématodes, le tube contenant le reste de suspension est plongé pendant 30 secondes dans un
bain-marie préalablement porté a ébullition. Cette méthode permet I’acquisition par les nématodes
de leur habitus “normal” (Baujard, 1987). Pour chacun des isolats, des individus des deux sexes
sont ensuite péchés separément pour étre déposés dans des micro tubes Eppendorf® contenant
une solution fixatrice, froide, aqueuse de formol a 4% (Courtney et al., 1955), neutraliseée avec
une solution a 1% de Na2C 03 (pH = 7) afin d’éviter I’aspect granuleux des spécimens causé par
les acides formiques libres (Hooper, 1986). La fixation des nématodes dans cette solution doit se
faire durant au moins 7 join's avant de procéder a toute autre préparation pour leur montage et

observation au microscope.

2.2.  Préparation et observation des nématodes au microscope optique.

Pour chaque isolat ,50 males et 50 femelles sont péchés séparément dans la suspension de
nématodes fixés et transférés dans deux piluliers. La méthode de montage a la glycérine
(Seinhorst, 1959) simplifiee (Baujard, non publié) est appliquée afin d’obtenir des montages
permanents des spécimens étudiés. Apres avoir aspiré la majeure partie du liquide fixateur
contenue dans les piluliers, ceux-ci sont ensuite placés dans un dessiccateur a éthanol maintenu
a une température de 45°C. Lorsque les piluliers sont pleins (24 heures aprés dans le cas présent)
I’eau est alors entierement remplacée par I’éthanol. Un mélange 95-5% d ’éthanol-glycérine est

alors ajouté. Quarante huit heures apres, les nématodes sont préts pour étre montés.

Un anneau de paraffine est déposé sur une lame a I’aide d’un tube a hémolyse dont
I’embout est préchauffé a la flamme. Une goutte calibrée de glycérine anhydre est placée a |’aide
d’une seringue au centre de I’anneau de paraffine. Les nématodes sont alors péchés et déposes
dans la goutte de glycérine (on ne dispose qu’une dizaine de nématodes par lame pour éviter le
chevauchement des spécimens). Une lamelle est ensuite déposée au dessus. Le tout est placé sur
une platine chauffante pour faire fondre le bourrelet de paraffine. La lame est 6tée de la plaque

chauffante pour laisser la paraffine refroidir et durcir.
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Les nématodes sont ensuite observés sous un microscope optique (Olympus® BH2)
équipé d’une chambre claire. Pour mesurer la longueur des individus ainsi que la position de la
vulve, le profil des spécimens est tout d’abord dessiné a I’aide de la chambre claire et a un
grossissement de x 500. Les mesures sont ensuite effectuees sur le croquis a I’aide d’un
curvimétre. Les autres mesures sont réalisées directement au micrometre oculaire avec un objectif
a immersion (x 100) permettant un grossissement de x 1500. Certains spécimens en position
dorsale ou ventrale présentant une courbure de corps trop importante en particulier au niveau de

la queue sont écartés de I’observation car les mesures ne peuvent étre réalisées de maniére fiable.

L ’ensemble des critéres morpho-biométriques décrits par Loof (1991) ont été mesurés sur

les femelle des trois isolats de Pratylenchus (tableau 2.2 et annexe 6).

Une analyse factorielle discriminante (AFD) est effectuée sur les différents descripteurs
morphométriques des trois isolats & I’aide du logiciel STATITCF. Cette AFD permet la
construction de deux axes factoriels discriminants (variables canoniques), combinaisons linéaires
des variables morphométriques initiales définissant le plan de représentation des individus

appartenant aux trois isolats.

Une seconde AFD est realisee en introduisant comme individus supplémentaires les
données moyennes de différentes populations étudiées par différents auteurs afin de les comparer
par rapport aux isolats de notre étude. Ces individus supplémentaires ne participent pas a la
construction des axes factoriels discriminants. Ces populations sont les suivantes :

- Population paratype de P. gutierrezi (n = 30 ; héte = Coffea arabica) (Golden et al.,

1992).

- Deux populations paratypes de P. pseudocoffeae: “Miazaki” (n = 40,

héte = Chrysanthemum morifolium) et “Nagazaki” (n = 10 ; héte = Artemisiafeddei)\

décrites par Mizukubo (1992, a, b).

- Trois populations de P. coffeae: “Nagano” (n = 20; héte = Zea mays) et “Okinawa”

(n = 25; hote = Bambusa sp.) et “Saitama” (n = 21 ; hote = Ipomoea batatas et

Oriza sativa) (Mizukubo, 1992, a).

- Deux isolats (n = 20) initialement supposés appartenir a P. gutierrezi, prélevées sur

C. arabica au Costa Rica (meseta central) et au Guatemala (= isolat Buena Vista) et
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Tableau 2.2. Observations morpho-biométriques proposées par Loof (1991) et appliquées aux femelles
des trois isolats de Pratylenchus.

Abréviations Définition du descripteur
L longueur du corps
a* longueur du corps  plus grand diamétre du corps (en avant de la vulve)
b* longueur du corps - distance de I’extrémité antérieure a la limite oesophage-
intestin
b’* longueur du corps ™ distance de I’extrémité antérieure a I’extrémité distale des
glandes oesophagiennes
c* longueur du corps longueur de la queue
c’* longueur de la queue + diamétre du corps au niveau de I’anus
V* position de la vulve: (distance de I’extrémité antérieure a la vulve + longueur
du corps) X 100
STY longueur du stylet
DGO distance de la base du stylet au débouche de la glande oesophagienne dorsale
NAQ nombre d’anneaux de la queue mesuré sur la face ventrale
SPV longueur du sac post-vulvaire
LQ longueur de la queue
Ol distance de I’extrémité anterieure a la limite oesophage-intestin
GLA distance de I’extrémité antérieure a I’extrémité distale des glandes
oesophagiennes
HzZD distance de I’extrémité antérieure a I’hémizonide
HZN distance de I’extrémité antérieure a I’némizonion
PEX distance de I’extrémité antérieure au pore excréteur
DAV Diametre du corps en avant de la vulve
DNA diametre du corps au niveau de I’anus

présence / absence de spermatheque
spermatheque vide ou pleine
- forme de la spermathéque

*. indices de deMan (1880)
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élevées sur rondelles de carottes (Inserra et al., 1998) mais dont ce statut taxinomique est
remis en question par Duncan et al. (1999) apres analyse multivariée des parameétres
morphomeétriques et surtout d’une analyse génomique.

- Deux populations (n = 20) de P. gutierrezi directement prélevées sur C. arabica au
Costa Rica (Duncan et al., 1999). L une est une population topotype. L ’autre correspond
a la population de laquelle a été prélevé I’isolat mentionné précédemment et élevé sur
rondelles de carottes.

- Deux populations (n = 20) de P. coffeae prélevées sur Coffea sp. en Indonésie (Est de
Java = localité type de P. coffeae Zimermann, 1898) et au Brésil (n = 20) (Duncan et al.,
1999). La population du Bresil pourrait appartenir & une espece différente non décrite
selon ces mémes auteurs.

- Des individus (n = 7) de collection prélevés par Sher & Allen (1953) sur Coffea sp. a
Java et définis comme néotype de P. coffeae et observés par Inserra et al. (1998) et
Duncan et al. (1999). Son statut taxinomique a également ete remis en question par ces

derniers auteurs.

Les données des holotypes ne sont pas été prises en compte car une révision détaillée de
leurs caractéristiques morphométriques a montré qu’ils ne sont pas représentatifs des paratypes
de la plupart des espéces ici considérées. Ce sont donc les moyennes de chaque descripteur
disponible qui ont été calculées pour chacune des populations paratypes. Les variables disponibles
pour toutes ces populations sont : la longueur du stylet, sty ; la longueur totale, L et les ratio, V,

a, betc.

Pour les males des trois isolats de Pratylenchus, seule la longueur du corps a été mesurée.
Afin de comparer la longueur des méles des trois isolats de I’étude avec celle observée chez
d’autres espéces morphologiquement proches : P. pseudocoffeae, P. gutierrezi, P. coffeae et
P. loosi, seule une comparaison graphique a pu étre réalisée puisque seules les moyennes avec les
écarts types et/ou les valeurs extrémes etaient disponibles pour ces espéces. Une représentation

en boites de Box est réalisée a cette fin.

Par ailleurs différentes observations morpho-anatomiques des femelles de Pratylenchus

sont réalisées au microscope optique.

84



Chapitre 2 : Matériels et méthodes
2.Etude morpho-anatomique de quatre isolats de Pratylenchus spp.

La forme genérale de la partie postérieure des femelles ainsi que leur extrémité distale sont
décrites en se basant sur la nomenclature établie par Tarjan & Frederick (1989) (annexe 7).

La présence ou absence de spermatheque est vérifiée. Si elle est présente, on observe son
contour afin de déterminer sa forme genérale : sphérique, ovale ou rectangulaire. Pour chaque
spermathéque on calcule le rapport moyen du plus grand rayon (longueur dans la direction du
corps) et du plus petit rayon (largeur, perpendiculairement a la direction du corps). Le contenu
des spermatheques est également révisé pour déterminer si elles sont pleines.

2.3. Préparation et observation des nématodes au microscope électronique a

balayage (MEB).

Pour cette étude, les nématodes ont éeté fixés, uniquement pour des raisons de
conservation et de facilité de transport des nématodes avant de pouvoir les observer au MEB
puisque cette opération n’est pas nécessaire avant de procéder a leur déshydratation (Baujard &
Pariselle, 1987). Les échantillons sont ensuite préparés selon la méthode Baujard & Pariselle
(1987). Les nématodes sont péchés et déposés sur des micro-tamis de toile nylon a maille de 5
fim baignant dans de I’eau distillée. Ces micro-tamis sont ensuite fermés par une autre maille
identique de 5 fim et placés dans des tubes a hémolyse avec 1 ml d’eau distillée (annexe 8). Afin
de procéder a leur déshydratation a I’acétone pure, les tubes a hémolyse sont a leur tour déposés
dans un dessiccateur dans lequel est fait le vide, jusqu’a ébullition de I’acétone. Le processus de
déshydratation est poursuivijusqu’a ce que le liquide soit remonté dans les tubes a hémolyse soit
huit jours aprés dans le cas présent. Une cinquantaine d’individus femelles et males sont ainsi

préparés.

Une fine pellicule d’adhésif (3M®) est appliquée en spray sur un portoir métallique. Un
poil de pinceau est ensuite disposé en travers du portoir (annexe 9). Vingt nématodes sont alors
placés sur le portoir sous loupe binoculaire, de telle maniére que I’une des deux extrémités du
nématode (on ne peut alors distinguer sous loupe binoculaire la partie antérieure de la partie
postérieure de I’animal) soit “a cheval” sur le poil de pinceau. Cette opération permet d’obtenir
un angle d’environ 45° de la téte par rapport a la surface du portoir. Il est ainsi possible davoir
des vues frontales du premier anneau céphalique des nématodes malgré la limite de rotation du

portoir a 45° dans la colonne du microscope. Vingt autres nématodes sont disposés a plat sur le
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méme portoir. Apres passage au point critique, (Emitech® K850), les spécimens sont métallisés
durant 30 secondes a 30 mA sous atmosphere d’argon (Jeol® JFC-1200). Enfin les observations
sont faites au microscope électronique a balayage Jeol® JSM-840 sous une accélération de

10 kV.

3. Caractérisation biologique de trois isolats de pratylenchus spp.

3.1. Etudes sur la reproduction des isolats de Pratylenchus

Ces études sont réalisées en multipliant les nématodes selon la méme technique d’élevage
monoxénique sur disques de carottes in vitro. Cependant ce ne sont plus des flacons avec agar
qui sont utilisés mais des mini-boites de Pétri stériles de 55 mm de diamétre et 14 mm de hauteur
dans lesquelles sont placées des disques de carottes stérilisés, de 10 mm de diametre et environ
5 mm d’épaisseur (annexe 5). Ceux ci sont placés directement sur le fond des boites sans dépot
de couche de gélose. Les disques de carottes fraichement coupés et disposés immédiatement dans
la boites avant qu’ils ne se déshydratent permettent de maintenir une humidité suffisante durant
toute la durée de I’expérimentation. Il est important que les boites de Pétri soient correctement
scellées avec une bande de cellophane (Parafilm M®) afin d’éviter la déshydratation des disques

de carottes qui peut intervenir trés vite en I’absence de gélose, si le milieu n’est pas confiné.

3.1.1. Etude du mode de reproduction de chaque isolat

Toutes les étapes suivantes sont réalisées en conditions stériles sous hotte a flux laminaire.

Dans chaque boite de Pétri, préparée comme précédemment décrit, une petite goutte
d’eau distillée et stérile est déposée sur le disque de carotte dans le but de recevoir ensuite

I’inoculum de nématodes.

Pour chacun des trois isolats étudiés : Chitalon, Chamtaca et Moca; des nématodes sont
prélevés sur les parois d’un flacon d’élevage et désinfectés selon le procédé déja décrit (annexe
5). Ces nématodes désinfectés sont placés dans une “saliére”. Des néonates (juvéniles au 2émw

stade facilement reconnaissables par leur petite taille) sont péchés sous loupe binoculaire puis
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inoculés avec la méme “canne” (poil de pinceau fixé sur un manche) dans les gouttes
préalablement déposées sur les disques de carotte. Pour chaque néonate inoculé, on Vérifie sous
loupe binoculaire que celui ci n’est plus sur la canne et a donc bien été déposé dans la goutte

d’eau.

Chaque boite de Pétri est ensuite scellée avec précaution (afin que la goutte d’eau ne
tombe pas de larondelle de carotte) a I’aide d’une bande de cellophane en faisant trois tours afin
d’éviter toute déshydratation ultérieure. Celles ci sont laissées sous la hotte durant 2 heures, le
temps que les gouttes contenant les inoculums de nématodes soient absorbées par les disques de
carottes. Les boites de Pétri peuvent alors étre manipulées sans risques et sont disposées dans une

cellule réglée a 27°C (= 1°C), a I’obscurité.

Les inoculations réalisées pour chacun des trois isolats: Chitalon, Moca et Chamtaca,
apparaissent dans le (tableau 2.3). Pour chacun des trois isolats: des néonates uniques sont
inoculés pour détecter une éventuelle reproduction par parthénogénese et des paires et/ou des

groupes de dix néonates sont inoculés pour verifier la viabilité de I’inoculum

Quatorze semaines apres inoculation, on procede a I’extraction des nématodes. Dans
chaque bofte de Pétri, le disque de carotte est découpé a I’aide de pinces fines et d’un bistouri,
en fines lamelles que I’on place dans un tube a essai de 50 ml. On compléte a environ 20 ml, le
volume d’eau des tubes a essai contenant déja les lamelles de carotte et I’eau de ringage des
instruments (bistouri et pinces) et de la boite de Pétri. Une insufflation d’air (oxygénation) est
réalisé durant 72 heures a I’aide de micro-pipettes pasteur connectées a une pompe a air. Le
volume d’eau des tubes a essai est ensuite complété a 25 ml desquels une aliquote de 1 ml est
prélevée (apres forte agitation du tube) pour réaliser le dénombrement des nématodes (males,
femelles, larves et oeufs) sous microscope avec une lame de comptage. Jusqu’a trois aliquotes

sont observées par tube lorsqu’aucun nématode n’est décelé.

3.1.2. Etude sur la reproduction inter-isolats

La méme méthodologie antérieurement décrite est appliquée pour les tentatives de

croisements inter-isolats. Des paire de néonates ont été inoculées combinant un individu
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Tableau 2.3. Liste des inoculations pures ou croisées réalisées avec des néonates (juvéniles de
2eme stade) de trois isolats de Pratylenchus.

Isolats
inoculés

Moca

Chitalon

Chamtaca

Moca x Chitalon

Chitalon x Chamtaca

Inoculum : Nombre de répétitions
nombre de (boftes de Pétri)
néonates
1 20
2 23
10 6
1 20
2 19
10 2
1 20
2 _
10 2
1+1 10
1+1 10
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appartenant a I’isolat Chitalon et un individu appartenant soit I’isolat Moca, soit a I’isolat
Chamtaca. Chacun des deux croisements Chitalon x Moca et Chitalon x Chamtaca est répété dix
fois (tableau 2.3).

Quatorze semaines apres inoculation, la méme méthode d’extraction et de comptage des

nématodes est appliquée dans le cas de inoculums inter-isolats.

3.1.3. Capacité reproductive sur disques de carottes in vitro en fonction de la

température

Pour chacun des trois isolats, dix boites de Pétri préparées comme préecédemment décrit,
sont inoculées avec 50 individus (adultes et juvéniles) préalablement désinfectés (annexe 5) puis
placés a 24, 27 et 30°C (x 1°C). Les nématodes sont extraits en découpant tout d’abord les
disques de carotte en fines lamelles. Celles ci sont ensuite disposées durant 5 jours dans un
systeme d’incubation constitué d’une maille fine fixée sur un tamis de maille de 2 mm avec
insufflation d’air (annexe 10). Deux comptages de nématodes (adultes et juvéniles) sont réalises,
40 et 65 jours apres inoculation. Ce systeme d’incubation permet d’obtenir une suspension de
nématodes libres de débris de carottes méme pour les rondelles plus agées, prélevées 65 jours
apres inoculation.

Les données de populations de nématodes sont transformées en log [x+1] pour
homogénéiser les variances et pouvoir réaliser I’analyse de variance. Celle ci est reaiisée pour
chacune des deux dates selon un modele factoriel croise: isolat x température. Les moyennes sont
separées par le test de Newman et Keuls (P < 0,05). Ces analyses sont effectuées a I’aide du
logiciel STATITCF.

L’indice andrique ainsi que la proportion d’oeufs et de juvéniles dans la population sont
calculés pour les populations obtenues a 40 et 65 jours. Les populations observées dans certaines
répétitions présentent des effectifs faibles et de ce fait les valeurs calculées de ces deux
parametres, indice andrique et proportions d’oeufs et de juvéniles, sont peu représentatives. Une
valeur moyenne de chaque parametre est donc calculée pour chague combinaison isolat -
température en prenant en compte I’ensemble des individus (oeufs, juvéniles, males et femelles)
dénombrés sur les différentes répetitions a 45 et 65 jours aprés inoculation. 1l n’y a donc pas

d’analyse de variance. Seule une comparative graphique des résultats.
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3.2. Etude comparée des relations hote-parasite des isolats de Pratylenchus sur

C. arabica et C. canephora.

3.2.1. Dynamique de pénétration des isolats dans les racines de caféiers.

3.2.1.1. Matériel végétal

Les deux matériels végétaux utilisés pour cette étude sont:

-Pour I’espéce, C. arabica, le cultivar Catuai a été choisi pour sa grande diffusion aupres
des caféiculteurs ainsi que pour sa sensibilité a la plupart des nématodes parasitant les caféiers et
son utilisation fréquente dans les tests de résistance de Coffea spp. aux nématodes (Anzueto, 1993

; Hernandez, 1997 ; voir chapitre 1§ 1.5.2).

- Pour I’espece C. canephora, c’est la variété porte-greffe hybride FI Nemaya qui a été
utilisée. 1l s’agit d’un croisement entre les deux clones de cultivar Robusta T3751(l-2) et
T3561 (2-1) sélectionnés principalement pour sarésistance a Meloidogyne incognita (Guatemala),
Meloidogyne sp. (Salvador) et M. exigua (Costa Rica) (ref). Les graines utilisées pour ce travail
proviennent d’une pollinisation contrdlée entre les deux plantes meres. Cette variété est a I’étape

de multiplication en champs semenciers et n’est donc pas encore distribuée au stade commercial.

Les graines des deux variétés sont mises a germer dans un substrat composeé de cendres
volcaniques stérilisees a I’autoclave (20 minutes a 1,1 kg/cm2de pression soit une température
de 120°C). Quarante cing jours apres, les plantules, parvenues au stade feuilles cotylédonaires,
sont retirées du germoir. Les plantules dont le systéeme radiculaire a été 1ésé lors de cette
opération sont écartées. Une selection est ensuite effectuée sur des critéres d’homogénéité de
taille et d’apparence des racines. On retient en particulier celles ayant un systeme radiculaire
“classique” avec un unique pivot et des racines latérales bien développées. Les plantules retenues
sont alors plantées dans des embouts Pipetman ® de 15 mm de diametre supérieure et 105 mm
de longueur avec du sable de riviere tamisé (taille des particules : 50-850 |am) et également
stérilisé par autoclave (figure 2.4). Quelques grains de sable d’une taille d’environ 2 mm sont tout

d’abord disposés au fond des embouts pour permettre le drainage de I’eau tout en retenant le
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sable fin constituant le substrat principal. Le repiquage des plantules est effectué dans I’eau afin
d’assurer une répartition homogeéne du sable autour des racines dans I’embout Pipetman ®. Cette
operation nécessite de rabattre les racines latérales avec précaution le long du pivot afin de
pouvoir introduire le systeme radiculaire dans son entier dans les cones sans provoquer de Iésions.
Ces cOnes permettent de maintenir toutes les racines dans un volume réduit afin de favoriser
I’infestation de celles ci par les nématodes ensuite inoculés. En fin d ’opération, les plantules dans
leurs cnes sont retirées de I’eau dont I’exces est évacué par I’ouverture inférieure du cbne. Les
plants sont acclimatés en serre durant 15 jours en disposant les cones verticalement dans un
récipient. Pendant les 12 premiersjours, on procede a une humectation journaliére des feuilles
par nébulisation, le substrat étant humidifié par capillarité en révisant quotidiennement que le
niveau d’eau au fond du récipient contenant les cones se maintienne a environ 1 cm. Durant les
trois derniersjours avant inoculation des nématodes, |’eau est retirée du récipient contentant les
cones et seule est appliquée I’humectation journaliére des feuilles par nébulisation. Ceci permet
d’avoir au moment de I’inoculation des nématodes des plants sans stress hydrique mais sans exces

d’eau qui pourrait par la suite provoquer une perte d’inoculum.

3.2.1.2. Méthodes d’inoculation

L’inoculum provient des trois isolats Moca, Chamtaca et Chitalon, multipliés en élevage
monoxénique sur disques de carottes in vitro. Les nématodes récupérés par simple lavage des
parois des flacons d’élevage sont mis en suspension soumise a une oxygenation durant 30 minutes
par insufflation d’air afin d’augmenter la motilité des nematodes. Ces suspension sont ensuite
ajustées a une concentration de 200 nématodes par ml d’eau. Les individus immobiles ne sont pas
pris en compte. De méme, les oeufs, peu nombreux, ne sont pas pris en compte. Chaque plant
recoit une inoculation de 300 nématodes, soit 1,5 ml de la suspension préparée qui est appliquée
a I’aide d’un Pipetman 2000 ® . Ce volume correspond en moyenne a la capacité de rétention du
substrat contenu dans les cénes dans les conditions de I’étude. On obtient ainsi une répartition
homogéne de ce volume avec un minimum de ressuyage afin de diminuer les risques de pertes de
I’inoculum par lavage dans le substrat. Lorsqu’une goutte d’eau est ressuyée, dans certaines
répétitions, suite probablement a une humidité résiduelle du substrat, celle ci est observée au
microscope pour y vérifier I’absence de nématodes. Aucun nématode n’a été détecté dans cette

eau de ressuyage. Durant les 96 heures suivant I’inoculation des nématodes, seule une
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humectation journaliére des feuilles par nébulisation est effectuée pour maintenir les plantules dans
des conditions favorables d’hygrométrie. Les plantules sont exposées a une lumiere naturelle

indirecte.

Les trois isolats Moca, Chamtaca et Chitalon sont inoculés sur Coffea arabica cv. Catuai.

Sur Coffea canephora cv. Nemaya, seuls les deux isolats Moca et Chitalon sont inoculés.

3.2.1.3. Méthodes d’observation des racines et des nématodes

Préparation des racines :

Les plantules sont extraites des cones, 24, 48 et 96 heures apres inoculation. L’opération
est effectuée dans un bac d’eau afin d’éviter au maximum toute lésion du systeme racinaire qui
est ensuite soigneusement et délicatement lavé (sous robinet d’eau a faible débit). Les racines sont
ensuite colorées a la fuchsine acide (annexe 12) bouillante durant 30 secondes. Ce temps a été
détermingé apres plusieurs tests. Il permet une coloration globalement satisfaisante de I’ensemble
du systeme radiculaire hétérogéne quant au diametre et au stade de lignification des racines (pivot
de plus grand diamétre et plus lignifié par rapport aux racines latérales primaires et secondaires).
Il permet une bonne coloration des nématodes en évitant toutefois une surcoloration des racines
les plus fines (figure 2.4). Les racines sont ensuite immediatement retirées de la fuchsine acide et
rincées a I’eau. Apreés avoir enlevé I’exces d’eau avec du papier absorbant, les racines sont
totalement immergées dans une solution de lactoglycérol (annexe 12) afin d’éliminer I’exces de
colorant des tissus végetaux. Cette solution de décoloration est renouvelée apres un délai de 2
jours, puis de 8 jours et enfin de 15 jours. Les racines peuvent étre alors conservees dans le

lactoglycérol durant plusieurs mois.

Observations sur racines écrasées :

Les systemes radiculaires décolorés sont découpés en différentes parties afin de permettre
leur écrasement puis observation entre lame et lamelle. Les racines latérales, encore non-ramifiées
a ce stade de développement, sont séparées du pivot a I’aide de ciseaux fins. Quant au pivot, il
est découpé en trois parties égales ou étages sur la longueur du pivot: inférieur, médian et
supérieur. Les différentes racines ou parties de racines sont alors disposées sur une lame dans un

goutte de glyceérol, puis écrasées sous un film acétate. L’écrasement des racines doit étre aussi
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Figure 2.4. A :Jeune plantule de Coffea sp. (stade cotylédonaire) transplanté dans un embout de
Pipetman de 105 mm de longueur et 15 mm de diamétre supérieur, rempli de sable de riviere tamisé
(50-850(j,m) ; B : Systeme radiculaire aprés coloration a la fuchsine acide.

zone proximale zone ditale

épiderme
cotex

cylindre vasculaire coiffe

centre quiescent

Figure 2.5. Diagramme d’une radicelle latérale de jeune plantule de Coffea sp. et répartition
des zones d’observation de la dynamique de pénétration des isolats de Pratylenchus.
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délicat que possible afin de conserver I’organisation des tissus et permettre ainsi |’observation
des nématodes en place. Concernant les trois trongons du pivot correspondant aux trois étages
observes, ils sont coupés longitudinalement afin d’en extraire le cylindre central. Cela permet un
meilleur écrasement du cortex et donc une meilleure observation des nématodes. Les lames sont
observées au microscope optique afin de dénombrer les nématodes. Sur chacune des racines
latérales, I’emplacement des nématodes est également relevé selon trois zones : I’extrémité
proximale ou zone de jonction avec le pivot d’une longitude d’environ 2 mm; la zone médiane
généralement couverte de poils absorbants sur une bonne partie de sa longueur et avec une
longitude variant de 20 a 50 mm; et I’extrémite distale ou zone de croissance comprenant la zone
méristématique, la zone d’élongation et la zone de différenciation (début de la région des poils

absorbants) (figure 2.5).

Sur Coffea arabica cv. Catuai, les observations pour chaque isolat (Moca, Chamtaca,
Chitalon) et date d’observation (24,48 et 96 h) sont réalisées sur cing plantules. Sur ce matériel,
45 plantules sont donc observées. Sur Coffea canephora cv. Nemaya, les observations portent

sur 30 plantules (deux isolats [Moca, Chitalon] x trois dates x cing répétitions).

Les données de populations totale de nématodes ayant pénétré dans les racines sont
transformées en log [x+1] pour homogénéiser les variances afin de réaliser les analyses de
variance. Pour chaque date d’observation, une analyse de variance est effectuée sur les données
correspondantes a I’aide du logiciel STATITCF. Les moyennes sont classées par le test de
Newman et Keuls (P < 0,05).

Afin d’analyser les données sur la distribution des nematodes dans le systeme radiculaire,
une analyse de variance est réalisée pour chaque isolat sur I’ensemble des données de populations
de nématodes obtenues aux trois dates d ’observation. Deux analyses sont effectuées séparément,
I’une sur I’ensemble des racines latérales, en comparant les données des trois zones prédefinies,
proximale, médiane et distale ; et I’autre sur le pivot, en comparant les données des trois étages
inférieur, médian et supérieur.

Concernant les racines latérales, pour tenir compte des différences de longueur des zones
proximale, médiane et distale, une longueur moyenne de chacune d’elle est estimée pour en

déduire la densité de nématode par mm linéaire de racines.
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Observations histologiques sur coupes de racines :

Une étude complémentaire histologique a été réalisée apartir de racines des deux matériels
géneétiques testés dans cette étude : C. arabica cv. Catuai et C. canephora cv. Nemaya. Des
racines saines et parasitées par des nématodes de I’isolat Chitalon 96 h apres inoculation, déja
traitées par la coloration a la fuchsine acide sont utilisées pour réaliser des coupes histologiques.
Des trongons de ces racines sont fixés au glutaraldéhyde paraformaldéhyde caféine, déshydratés
dans I’éthanol et inclus dans le glycolméthacrylate pour étre découpés au microtome a 7 pm. Les
coupes sont colorées a I’acide périodique Schiff (APS) Naphtol Blue Black (annexe 11). Les

coupes sont ensuite observées au microscope optique.

3.2.2. Etude comparative en pots de la capacité a causer des dégats des isolats de

Pratylenchus sur C. arabica et C. canephora.

3.2.2.1. Matériel végétal

Les deux matériels végétaux utilisés pour ce travail sont:

- Pour I’espece, C. arabica, le cultivar Catuai est choisi pour les raisons déja décrites
précédemment.

- Pour I’espece C. canephora, le matériel génétique utilisé ici est une descendance libre

(pollinisation non contr6lée) d’un des clones parents du cultivar hybride Nemaya :le T3751(1-2).

Le substrat utilisé pour les germoirs et I’empotage consiste en un mélange de cendres
volcaniques et de terre dans une proportion de 1:2. Ce substrat est stérilisé au bromure de méthyle
dans un bac de traitement prévu a cet effet durant 15jours. Le substrat est ensuite laissé 1 mois

et demi & I’air Ubre et brassé périodiquement.

Aprés germination, les plantules au stade feuilles cotylédonaires, environ 50 jours aprés
semis, sont mises en pots de 0,015 dm3. Les plants sont disposés dans une serre couverte par un
filet double filtrant les rayonnements solaires. Les conditions de température et d’hygrométrie
sont : 27 £ 5°C et 60 a 90% d’humidité relative, respectivement. Les plants sont soumis a une

photopériode naturelle d’environ 13h/I Ih (jour/nuit).
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3.Z.2.2. Méthodes d’inoculation

Les inoculums sont récupérés de la méme maniere que pour I’étude de dynamique de
pénétration. Les suspensions sont ajustées pour avoir des concentrations d’environ 40
nématodes/ml. Chaque plant est inoculé 90 jours aprés germination (stade 2 paires de feuilles)
avec 200 nématodes (adultes et juvéniles confondus) sur la surface du substrat autour du collet
a I’intérieur d’un cercle de 2 cm environ. Le volume d’inoculum est d’environ 5 ml en fonction
de la concentration de la suspension et est appliqué a I’aide d’un Pipetman 2000 & Pour chaque
isolat, et chaque matériel végétal, 30 caféiers sont ainsi inoculés. Trente plants témoins de chacun
des deux matériels végétaux sont également conservés sans inoculation. Un jour avant
I’inoculation des nématodes, les plants sont arrosés au point de saturation puis ceux ci restent
sans arrosage durant 3 jours avec seulement une humectation des feuilles afin d’éviter au
maximum le lessivage de I’inoculum. Les plants sont ensuite quotidiennement arrosés par jet

d’eau a faible pression.

3.2.2.3. Variables observées et analyses des données

Afin d’évaluer la capacité parasitaire des isolats sur les deux matériels végétaux, la
population de nématodes présente dans les racines est évaluée apres extraction des nématodes par
la méthode de centrifugation-flottation (voir dans ce chapitre 8 4.1.2) a 50, 100 et 150 jours apres
inoculation. Les données de populations de nématodes ayant pénétré dans les racines sont
transformées en log [x+1] pour homogénéiser les variances et réaliser les analyses de variance a
I’aide du logiciel STATU'CF. Une analyse de variance est réalisée pour chaque date d’observation
sur I’ensemble des données de populations obtenues sur C. arabica et C. canephora pour les trois
isolats. Les moyennes sont classées par le test de Newman et Keuls (P < 0,05). Pour la deuxiéme
observation, 100 jours aprés I’inoculation, le comptage est effectué en distinguant les différents
stades de développement, oeufs, juvéniles, adultes, et le sexe pour ces derniers. Une analyse de
variance est realisée sur I’indice andrique et le taux [oeufs+juvéniles]/femelles ([W+J]/?) observés
sur C. arabica et C. canephora pour les trois isolats. La relation entre la densité de populations
de nématodes dans les racines et le taux [W+J]/? est analysée et le modele le mieux ajusté a ces

données est recherché au moyen des logiciels CurvX et Statistica.
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Les effets du parasitisme par les nématodes sur les plants sont évalués, également a 50,
100 et 150 jours aprés inoculation en mesurant : la hauteur de tige (du collet a I’apex de la tige
orthotrope) ; les poids frais des racines et de la partie aérienne (séparation au niveau du collet).
On en déduit le poids frais total des plants. Afin de pouvoir comparer les résultats des variables
végétatives mesurées sur les deux matériels végétaux différents, on calcule les poids frais relatifs
des plants par rapport au poids frais moyen des plants témoins non inoculés, du méme materiel

genétique, C. arabica ou C. canephora, a la méme date.

La relation entre les dommages observés sur la plante et la densité de nématodes dans les
racines est analysée. Dans un premier temps, on étudie la relation entre la capacité de chaque
isolat a réaliser des dommages et sa capacité parasitaire. Pour cela on analyse la relation entre le
poids frais moyen des racines ou de la partie aérienne de tous les plants sur lesquels a été inoculé
un isolat donné, 150 jours apres inoculation et la moyenne des effectifs de nématodes par g de
racines, observés 50 et 100 jours apres inoculation du méme isolat et transformés en log [x+1].
Cette variable de densité de populations de nématodes calculée a partir des données observées a
deux dates permet une meilleure évaluation de la croissance des populations de nématodes. le
modele le mieux ajusté a ces données est recherché au moyen des logiciels CurvX et Statistica.
Dans un deuxieme temps cette relation entre les dommages observés sur la plante et la densité de
nématodes dans les racines est analysée au niveau individuel des plants en utilisant les poids frais
relatifs afin de pouvoir comparer les données observées sur les deux matériels génétiques
C. arabica et C. canephora. Cette relation est étudiée avec les données observées 100 jours apres
I’inoculation des nématodes lorsque les populations sont encore en croissance ou bien a leur
niveau maximum, pour les trois isolats. On analyse donc la relation entre le poids frais relatif des
racines ou de la partie aérienne de chaque plant et la moyenne des densités de nématodes dans les
racines transformés en log [x+1]. La recherche d’un modeéle s’ajustant aux données observées est

effectuée au moyen des logiciels CurvX et Statistica.

97



Chapitre 2 : Matériels et méthodes
4. Etudes sur la bioécologie de quelques populations naturelles de Pratylenchus

4. Etudes sur la bioécologie de quelques populations naturelles de

Pratylenchus

4.1 Caractéristiques agro-écologiques des parcelles d’étude

Les principales caractéristiques écologiques des trois sites d’étude de populations
naturelles de Pratylenchus sont décrites dans le § 2.1 de ce chapitre ainsi que dans le tableau 2.1
et les annexes 3 et 4. Sur les trois sites, la parcelle étudiée présente une densité de plantation de
caféiers de 5 000 plants 1 m (espacement entre caféiers sur le rang) x 2 m (espacement entre rangs
de caféiers). Les plants sont conduits selon le systéme de taille d’une tige orthotrope par plant.
Les caféiers sont cultivés sous ombrage fourni par des arbres de I’espece Inga sp. Ces arbres sont

taillés chaque année en mars-avril, en fin de saison séche (voir chapitre 1. § 1.5 ; figure 1.7).

4.2. Méthodes d’échantillonnage et d’extraction des nématodes de racines de

caféiers

4.2.1. Méthodes de préléevement des échantillons

Pour les études au champ, le protocole de prélevement de racines est en accord avec les
données connues sur la répartition des racines latérales les plus fines (diametre inférieur a 2 mm,
non ou peu lignifiées) de C. arabica (voir chapitre 1. § 1.4). Les racines sont prélevées sur le rang
dans un volume de sol de 20 cm x 20 cm de base et de 15 cm de profondeur depuis la surface du
sol, & une distance de 20 cm de la base du tronc. Cette méthode d’échantillonnage est également
en accord avec une etude menée au Costa Rica sur la distribution verticale et horizontale des
nématodes sur C. arabica (Bolivar et al., 1984). Afin d’obtenir au moins 25 g de racines non
lignifiées, au moins cing plants sont échantillonnés pour constituer chaque échantillon élémentaire
traité au laboratoire. Le nombre d’arbres échantillonnés dépend de la taille de la parcelle étudiée
comme nous le verrons ultérieurement. Les études nématologiques sur une culture pérenne
comme celle des caféiers requiérent des échantillonnages répétés dans le temps. De ce fait la
méthode d’echantillonnage utilisee est de type séquentiel. Les plants de la parcelle expérimentale
étant numérotés de 1 an, le premier échantillonnage est effectué sur les plants 1, 1+q, 1+2q ...,

q étant égal au cycle de prélevements, c’est a dire le nombre d’échantillonnage que I’on fera avant
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de revenir sur les mémes plants. Le second échantillonnage s’effectue alors sur les plants 2, 2+q,
2+2q... Arbitrairement, le plant n°® 1est celui situé en haut a gauche, en regardant la parcelle dans
la direction de la pente vers le haut. Suivant le nombre de plants que I’on veut échantillonner et
le cycle de préléevement choisi, on choisira donc une taille de parcelle suffisante pour que le
nombre total de plants n soit au moins égal a g x le nombre de plants a échantillonner a chaque
prélevement. Cette méthode permet d’éviter les biais des échantillonnages effectués au hasard ou
sur des plants en fonction de leur apparence, en accord avec les préconisations de Duncan (1988)

pour les prélevements nématologiques dans les vergers de Citrus.

4.2.2. Meéthodes d’extraction des nématodes

Chaque échantillon composite de racines préleve sur I’'une des parcelles expérimentales
est lavé sousjet d’eau a faible pression pour ne pas endommager les fines radicelles ou les racines
parfois fragilisées par les lésions. On coupe au sécateur les racines secondaires non ou peu
lignifiées. Celles ci sont soigneusement mélangées pour que soit prélevée une aliquote de 25 g.
Celle ci est broyée au mixeur (15 secondes a vitesse moyenne et 15 secondes a vitesse rapide).
Le broyat est passé sur une colonne de tamis (850 jam, 150 nm, 45 |im, 38 fim et 25 nm) en
utilisant un volume d’eau standardisé a 10 litres. Le matériel collecté dans les 3 derniers tamis est
soumis a une centrifugation-flottation selon la méthode de Coolen & D’Herde (1972). Chaque
échantillon est traité simultanément dans deux tubes de centrifugation de 50 ml. La premiére
centrifugation est realisée dans I’eau, a environ 3500 g durant 5 minutes. Pour faciliter la
sédimentation et éviter une rupture du culot lors de I’élimination du surnageant, environ 1 g de
kaolin est ajouté dans chaque tube de centrifugation (Kermarrec & Berge, 1972 ; Gooris &
D’Herde, 1972). Aprés élimination du surnageant, le culot est remis en suspension dans une
solution sucrée préparée selon une concentration permettant une densité de 1,18 (484 g de sucre
de canne gsp 1 litre d’eau). La seconde centrifugation est effectuée avec la méme durée et la
méme vitesse que la premiere. Le surnageant est récupéré dans un tamis de 5 |[im et est
immédiatement rincé sous jet d’eau a faible pression pour éviter la détérioration des nématodes
par osmose du fait de I’'usage de la solution sucrée. Les nématodes sont soigneusement transférés
sousjet de pissette dans une éprouvette complétée a 100 ml. Trois comptages sur trois aliquotes
de 1 ml sont realises pour chaque échantillon. On détermine ainsi une densité moyenne pour

chaque échantillon, exprimée en nématodes par gramme de racines.
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4.3.  Etude des fluctuations de populations de Pratylenchus sur C. arabica a deux

altitudes différentes.

4.3.1. Description des parcelles étudiées et de I’échantillonnage:

Etude a 450 metres d'altitude sur le site de Buena Vista (figure 2.2) :

Cette étude a été réalisée sur la station expérimentale d’ANACAFE (Finca Buena Vista,
commune de San Felipe Retalhuleu, Département de Retalhuleu) située a une altitude de 450 m
c’est-a-dire au niveau de la limite inférieure en altitude de la culture de C. arabica au Guatemala.
L ’etude des suivis de populations a débuté en aolt 1989. Cette parcelle a été plantée avec le
cultivar Catuai (voir chapitre 1. § 1.5.2.) enjuin 1983 et a été recépée en déecembre 1987. Des
échantillonnages mensuels ont été réalises durant quatre ans d’aot 1989 ajuillet 1993. La densité
de plantation des arbres d’ombrage est d’environ 8 m x 8 m. Chaque prélévement de racines est
effectuée sur 20 plants pour constituer quatre échantillons élémentaires comme décrit
précédemment. L’échantillonnage selon un mode séquentiel est effectué avec un cycle q = 20. La

parcelle d’étude est constituée de 400 plants répartis sur dix rangs (parcelle carrée de 800 m2.

Etude & 1200 métres d'altitude sur le site de Moca (figure 2.2) :

Cette étude est menée sur une exploitation (Finca Moca, commune de Santa Barbara,
Département de Suchitepequez) située au niveau de la frange supérieure en altitude de la culture
de C. arabica dans cette région, la limite supérieure se situant a environ 1600 m d’altitude. Cette
parcelle a eté plantée en 1984 avec le cv. Caturra et avait ete recépée en 1989. La densité de
plantation des arbres d’ombrage est d’environ 12 m x 12 m. Les suivis de populations ont été
réalisés durant trois années de janvier 1994 a décembre 1996, selon une fréquence bimensuelle.
Comme pour le site de Buena Vista, chaque prélevement de racines est effectué sur 20 plants pour
constituer quatre échantillons élémentaires. L’échantillonnage selon un mode séquentiel est
effectué avec un cycle g = 40. La parcelle est constituée de 800 plants répartis sur 20 rangs

(parcelle carrée de 1600 m2.
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4.3.2. Variables observées et analyses des données

Pour les deux sites les dénombrements de Pratylenchus sont réalisés en comptabilisant les
différents stades juvéniles et adultes ainsi que les sexes. Sur les deux sites, la population de
Pratylenchus étant tres largement dominante. Sur différents échantillons des deux sites, la
population de Pratylenchus constituait plus de 90% des effectifs totaux de nématodes
phytoparasites. Pour cette raison, seuls les effectifs de ce nématode ont été pris en compte. Du
fait de cette dominance d’espéce, les oeufs ont également été dénombrés. Dans ce but, I’eau de
lavage des tamis lors de I’extraction est récupérée dans un seau afin d’étre repassée sur un tamis
de 5 (im. Du fait de la lourdeur de cette manipulation allongeant considérablement les temps
d’extraction avec de fréquents problemes de colmatage du tamis a maille trés fine, cette
récupération des oeufs n’a été effectuée que pour I’étude menée sur le site de Buena Vista.

Pour les deux sites, on dispose des données des précipitations journaliéres. Pour les
températures, on ne dispose que de données mensuelles des températures de I’air collectées sur
des stations météorologiques (Source : Instituto de Sismologia, Meteorologia y Vulcanologia,
INSrVUME) situées a proximité des sites étudiés. Pour ce qui concerne la plante, on dispose des

dates de floraisons et de récolte.

Pour ces deux études de séries chronologiques de densités de populations de
Pratylenchus, une premiére analyse graphique est effectuée afin de décrire les fluctuations
observées en relation avec les variables environnementales abiotiques et biotiques disponibles.
Une seconde approche statistique (logiciel Statistica) a été réalisée pour analyser la saisonnalité
des fluctuations. L’autocorrélogranmie des données est réalisé dans un premier temps. Une
analyse fréquentielle par décomposition spectrale des séries est ensuite réalisee pour dégager les
principales périodicités des deux series étudiées. Une étude plus précise par désaisonnalisation des
séries pour étudier les mouvements résiduels n’a pas été effectuée du fait du peu de cycles annuels
étudiés (quatre et trois pour les deux sites). Des analyses d’autorégression des données sont
également réalisées pour étudier les phénomenes de densité-dependance. Des etudes
d’intercorrélations entre les données de densité de populations de nématodes et les données
journaliéres en faisant varier la durée de cumul de précipitations (15 jours, un mois, deux mois,
trois mois) et le pas de décalage des données des variables n’ont pas permis de dégager de

corrélations significatives. Les résultats détaillés de cette analyse ne seront donc pas présentés.
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4.4 Capacité a causer des dégats au champ d’une population de Pratylenchus
et effets du greffage et des traitements nématicides dans la lutte contre ce

parasite

Parcelle d 2tude et dispositifexpérimental :

L’ étude est menée sur une exploitation (Finca San Jeronimo, Département de
Suchitepequez) située sur le versant sud du volcan Atitlan de la chame volcanique Sierra Madre
a une altitude de 900 m (figure 2.2 et tableau 2.1). La parcelle expérimentale est située dans une
ancienne plantation de C. arabica cv. Bourbon d’environ 20 ans d’age et fortement infestée par
Pratylenchus sp. Le cultivar utilisé pour cette expérimentation est le Caturra (voir chapitre 1. §
1.5.2). Le greffage hypocotilédonaire de la moitié des plants est effectué sur C. canephora sur
plantules agées de 6-8 semaines (stade feuilles cotylédonaires). Les plants greffés ou non greffés
sont élevées en pépiniére durant 10 mois individuellement en sac de polyéthyléne de 2 dm3
Durant cette période, les plants recoivent des applications de terbufos (0,1 g/ plant). Au moment
de la plantation, I’ombrage est assuré par des arbres Inga sp. plantés depuis plus de 10 ans.
L ’espacement de ces arbres est d’environ 8 m x 10 m.

L’experimentation est menee selon un dispositifen bloc aléatoires complets avec deux
facteurs ayant chacun deux niveaux : greffés ou non greffés et avec ou sans traitement
nématicide. Ce dispositif comporte quatre répétitions. Chaque parcelle expérimentale est
constituée de 84 plants répartis sur 12 rangs (parcelles carrées de 168 m2. Les observations

portent sur les 50 plants centraux (cing rangs de dix plants).

Variables observées :

Pour évaluer les densités de populations de nématodes , deux échantillons de racines sont
prélevés chaque année, I’'un en février, durant la saison seche et le second en juillet durant la
période dite de “canicule”, de moindre précipitations en milieu de saison des pluies (annexe 3).
Ces périodes correspondent aux maxima de densité de populations observées durant I’année dans
les conditions de la région ou se situe I’expérimentation comme nous le verrons ultérieurement
(voir chapitre 3. 8 3.1). Ces échantillonnages sont effectués des que les plants ont passé 11 mois

au champ (avril 1992) c’est a dire lorsque I’on considére que le systéeme radiculaire est
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suffisamment développé pour supporter les prélevements de racines sans trop étre affecté. Dans
chaque parcelle les échantillons de racines ont été prélevés sur huit plants différents réegulierement
espacés dans chaque parcelle expérimentale selon le mode séquentiel déja décrit. Les échantillons
de racines obtenus a partir de huit plants selon le protocole déja décrit sont ensuite mélangés pour

composer un seul échantillon par parcelle.

La récolte des cerises de café a maturité est effectuée dans chaque parcelle expérimentale

de 1993 a 1995. Elle est exprimée en kg de café cerises par ha.

Tous les plants sont examinés individuellement durant la période de récolte, de 1992 a
1995. Les plants sans fruit et totalement défolies sont considérés comme morts et comptabilisés
pour déterminer le taux de mortalité dans chaque parcelle depuis la plantation jusqu’a I’année

d’observation.

Pour chaque plant, un indice d’ombrage est évalué en estimant visuellement la projection
de la frondaison des arbres. L’échelle est établie comme suit : 1 :0-25% ;2 : 25-50% ; 3 : 50-
75% ; 4 :> 75% d’ombrage. Un indice d’ombrage moyen est calculé pour chaque parcelle

experimentale a partir des niveaux évalués pour chacun des 50 plants la constituant.

Les densités de nématodes par gramme de racines sont transformés en log[x+I] pour
réaliser les analyses statistiques. La moyenne des deux données transformés en log[x+I] de
I’année 1992 donne ce que nous appellerons la densité de populations initiale de nématodes. La
moyenne des données transformes en log[x+I] des quatre années de 1992 a 1995 donne ce que
I’on appellera le densité de populations moyenne de nématodes. Toutes les analyses sont réalisées
au moyen du logiciel STATITCF. Pour I’interprétation des analyses statistiques, le seuil de

signification est fixé a P < 0,05.
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1. Etudes morphologique et anatomique de quatre isolats de pratylenchus

1.1. Observations morpho-anatomiques des isolats

1.1.1. Résultats

1.1.1.1. Observations au microscope électronique a balayage (MEB) des caracteres

morphologiques de surface de quatre isolats

Configuration du premier anneau céphalique :

Parmi les quatre isolats observés au MEB : Moca, Buena Vista, Chamtaca et Chitalon,
I’observation au MEB du premier anneau céphalique des femelles, a révélé deux types de
configuration :

- Les femelles des isolats Chitalon et Chamtaca ont toutes une face lisse, sans subdivisions
entre secteurs labiaux submédians et latéraux. Le disque labial proéminent est fusionné aux
secteurs labiaux submédians (figure 3.1). Cette configuration correspond au groupe | de la
nomenclature de Corbett & Clark (1983) (voir chapitre 1. § 2.6 ; figure 1.13).

- Les femelles des isolats Moca et Buena Vista présentent un premier anneau céphalique
subdivisé en secteurs labiaux submédians et latéraux, bien séparés par une incisure. Les secteurs
labiaux submédians dont I’extrémité interne fusionne avec le disque labial, vont en s’élargissant
vers I’extérieur (figure 3.1). Cette configuration correspond au groupe Il de Corbett & Clark
(1983). Les secteurs labiaux latéraux plus larges contiennent dans leur partie interne les

ouvertures des amphides embrassant le disque labial comme pour les isolats Chitalon et Chamtaca.

L observation des méles montre I’existence d’un dimorphisme sexuel pour laconfiguration
du premier anneau céphalique. Toutefois, de méme que pour les femelles, la présence de deux
phénotypes différents est observée chez les males :

- Les males des isolats Chitalon et Chamtaca présentent, tout comme les femelles, une

configuration simple du premier anneau céphalique, sans subdivisions ni ornementations. Seul
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Figure 3.1. Vues au microscope electronique a balayage de la partie antérieure de femelles de
quatre isolats de Pratylenchus ; A-B : isolat Moca ; C-D: isolat Buena Vista ; E-F : isolat Chitalon ;
- . isolat Chamtaca. dl : disque labial ; i :incisure ; sc : sensilles céphaliques ; sli : sensilles labiales

internes ; sll : secteur labial latéral ; sim : secteur labial submédiant ; oa : ouverture d’amphide 1 ob *
orifice buccal. y
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apparait le disque labial un peu proéminent alors que les secteurs labiaux latéraux et submédians
sont indifférenciés (figure 3.2). Il ne semble donc pas y avoir de dimorphisme sexuel prononceé au
niveau du premier anneau céphalique pour ces deux isolats.

- Les méles des isolats Moca et Buena Vista, eux présentent par contre une ornementation
du premier anneau céphalique. Toutefois, celle-ci est différente de celle observée chez les
femelles. On observe autour du disque labial la présence de quatre secteurs cunéiformes
(figure 3.2). Les secteurs submédians des méles ne montrent aucune délimitation précise au
contraire des femelles. 1l apparait donc pour ces deux isolats un dimorphisme sexuel visible au

niveau du premier anneau céphalique.

Annélation de la capsule céphalique desfemelles :

Deux anneaux sont généralement observés au niveau de la capsule céphalique pour les
quatre isolats ici étudies. Cependant, un troisieme apparait parfois sur I’un des coté (figure 3.3).
Des subdivisions sont en effet observées au niveau des deux anneaux céphaliques faisant

apparaitre ou non, suivant I’angle d’observation, un anneau supplémentaire.

Forme de | extrémité distale de la partie posterieure desfemelles:

L’observation des femelles au MEB, environ 10 individus pour chaque isolat, fait
apparaitre, tout comme au microscope optique, deux phénotypes selon qu’ils appartiennent aux
isolats Chitalon et Chamtaca ou bien aux isolats Moca et Buena Vista :

- Les femelles appartenant aux isolats Chitalon et Chamtaca présentent une partie
postérieure de forme cylindrique ou subcylindrique dont I’extrémité distale apparait souvent
tronquée (figure 3.4) (voir nomenclature d’apres Frederick et Tarjan (1989) : annexe 7).
L’ extrémité distale de la partie postérieure montre une ornementation en rides bien marquée.

- Les femelles appartenant aux isolats Moca et Buena Vista présentent une partie
postérieure de forme conoide dont I’extrémité distale est de forme subhémisphérique a
franchement pointue (figure 3.4) (“subhemispherical” et “bluntly pointed” d’apres Frederick et
Tarjan (1989) ; annexe 7). Les champs latéraux se poursuivent et se rejoignent sans interruption
jusqu’a I’extrémité distale des parties postérieures, observation déja faite par Corbett & Clark

(1983) pour une population de P. loosi. Les observation au MEB des parties postérieures des
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Figure 3.2. Vues au microscope électronique a balayage des parties antérieures de males de trois
isolats de Pratylenchus ; A-B :isolat Moca ; C-D :isolat Buena Vista ; E-F :isolat Chitalon. dl :
disque labial ;sli : sensilles labiales internes ; sll : secteur labial latéral ; sim : secteur labial
submeédiant ; oa : ouverture d’amphide ; ob : orifice buccal ; oc : ornementation cunéiforme.
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Figure 3.3. Vues de profil au microscope électronique a balayage de la partie antérieure de femelles
d’isolats de Pratylenchus faisant apparaitre des subdivisons au niveau des anneaux céphaliques. A-B :

Isolat Chitalon ; C : isolat Chamtaca
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Figure 3.4. (double page) : Vues au microscope électronique a balayage de partie postérieure
de quatre isolats de Pratylenchus ; A-C : Isolat Moca ; D-G : Isolat Buena Vista ; H-L : Isolat

ita on ; M-S : Isolat Chamtaca. an : anus ; cl : champs latéraux ; or : ornementation en rides ¢
ph : phasmides
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femelles d’une population supposée appartenir a P. gutierrezi revelent une morphologie

semblable a celle des isolats Moca et Buena Vista.

Ornementation des champs latéraux:

Les champs latéraux observés sur différentes femelles montrent une importante variabilité

de leur ornementation avec un nombre variable des bourrelets visibles (figure 3.5).

1.1.1.2. Observations au microscope optique de caractéres morphologiques et

anatomiques des femelles de trois isolats

Les trois isolats observés au microscope optique sont : Moca, Chamtaca et Chitalon.

Forme de | extrémité distale de la partie postérieure desfemelles :

L ’extrémité distale des parties postérieures de femelles des trois isolats Moca (n = 46) ;
Chamtaca (n = 42) et Chitalon (n = 36) est représentée sur les figures 3.6-3.11.

Selon la terminologie de Frederick & Tarjan (1989) (annexe 7), pour les deux isolats
Chamtaca et Chitalon, les femelles présentent une partie postérieure de forme plutdt cylindrique
ou subcylindrique. La majorité des femelles ont une extrémité distale de la partie postérieure de
type tronqué, ce phénotype est observé pour 81 et 69% des femelles des isolats Chamtaca et
Chitalon, respectivement. Les autres phénotypes observés pour I’extrémité distale des parties
postérieures de femelles sont : hémisphérique : 17% et 28%, ou subhémisphérique : 2% et 3%,
respectivement pour ces deux mémes isolats.

Pour Pisolat Moca, par contre, la partie postérieure des femelles est plutét de forme
conoide et le plus fréeqguemment avec une extrémité distale de type subhémispheérique : 54% ou
franchement pointue : 35%. Le type tronqué, lui n’est observé que chez 9% des femelles et le type

hémisphérique chez 2% de celles ci.
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Figure 3.5. Vues au microscope électronique a balayage de la région vulvaire de femelles d’isolats
de Pratylenchus avec les champs latéraux. Isolats Moca (A-C) ; Chitalon (D-F) et Chamtaca (G-I)
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Figure 3.6. Profils des parties postérieures de femelles de Pratylenchus de I’isolat Moca.
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Figure 3.7. Profils des parties postérieures de femelles de Pratylenchus de I’isolat Chamtaca.



Figure 3.8. Profils des parties postérieures de femelles de Pratylenchus de I’isolat Chitalon.
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Figure 3.9. Partie postérieure de femelles de Pratylenchus de I’isolat Moca, a :anus






Figure 3.11. Partie postérieure de femelles de Pratylenchus de I’isolat Chitalon. a : anus
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Forme et contenu de la spermatheque :

La spermathéque est observée dans plus de 95% des cas sur I’ensemble des trois isolats.
A I’exception d’une spermathéque qui paraissait vide, toutes les autres étaient pleines. La
spermatheque est extrémement variable en taille et dans la forme pour les trois isolats (figures
3.12-3.15). Elle va d’une forme totalement sphérique a une forme ovale allongée ou bien encore
une forme rectangulaire. Le rapport moyen largeur/longueur de la spermathéque est similaire et
égal a environ 1,23 pour les trois isolats (/*<0,05) mais est assez variable d’un individu a I’autre.
Les coefficients de variation de ce parametres sont de 19, 15 et 24% pour les isolats Moca,

Chamtaca et Chitalon, respectivement.

Observation de | hémizonion :

L’hémizonion est facile a observer pour I’isolat Chamtaca et encore plus pour I’isolat

Moca chez lequel cette ornementation apparait toujours tres clairement. Par contre dans le cas

de I’isolat Chitalon, son observation est tres difficile.
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Figure 3.13. Formes des spermatheques de femelles de Pratylenchus de I’isolat Chamtaca.
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Figure 3.14. Formes des spermatheques de femelles de Pratylenchus de I’isolat Chitalon.
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Figure 3.15. Région vulvaire de femelles de Pratylenchus montrant la variabilité de la forme et
taille de la spermathéque. A-F : isolat Chitalon (F : présence d’un oeuf) ; G-H: isolat Chamtaca 1
1:isolat Moca, s :spermathéque ;v : vulve.
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1.1.2. Discussion

Configuration du premier anneau céphalique (figures 3.1-3.2.) :

La configuration lisse du premier anneau céphalique des femelles des isolats Chamtaca et
Chitalon correspond au type | selon la nomenclature de Corbett & Clark (1983) (tableau 3.1).

Différentes populations identifiees comme P. coffeae, prélevées sur différents hotes dans
différentes régions du monde ont également montré au MEB une configuration similaire de type
| de leur premier anneau céphalique. Il s’agit de populations parasitant : divers hétes au Japon
(Momota, 1978) -1l s’agit donc dans ce cas d’une observation antérieure a Corbett et Clark, 1983
et donc sans connaissance de leur nomenclature- ; Citrus lemon (L.) Burm. f. en Floride (Corbett
& Clark, 1983; Inserra et al., 1998), au Brésil et en Oman (Duncan et al., 1999) ; Zea mays,
Bambusa sp. et Ipomoea batatas au Japon, a Nagano, Okinawa et Saitama, respectivement
(Mizukubo, 1992a) ; Coffea sp. dans la partie orientale de Java (cing populations prélevées dans
cing provinces différentes), localité type de P. coffeae (Zimmermann, 1898) et au Brésil (Sao
Paulo) (Duncan et al., 1999) ; Musa sp. au Ghana, Honduras, Costa Rica et Malaisie (Duncan
etal., 1999) ; et Dioscorea sp. aux Antilles et au Brésil (Duncan et al., 1999). Concernant les
populations brésiliennes prélevées sur Citrus sp. et Coffea sp., il pourrait cependant s’agir d’une
espece différente de P. coffeae d’aprés leur analyse morphométrique et génomique (Duncan etal.,

1999).

Différentes populations de P. loosi présentent aussi cette configuration du type I. Ce sont
des populations prélevées sur : Camellia sinensis au Sri Lanka (Corbett & Clark, 1983 [topotype]
; Duncan et al., 1999) ; Sorghum vulgare au Sénégal (Baujard et al., 1990 ) ; Paspalum notatum
et Panicum hemitomon en Floride (Inserraetal., 1996). Cette configuration de type | a également
été observee par Mohotti (1998) pour différents isolats de P. loosi prélevés sur divers hotes a
travers le monde (Fidji, Floride, Iran, Japon, Afrique de I’Ouest, Sri Lanka, Guatemala) dont
I’isolat Buena Vista (Guatemala). L’observation d’une configuration de type | pour cet isolat est
en contradiction avec nos observations et celles de Duncan etal. (1999). Par ailleurs, ces derniers
auteurs remettent en cause I’appartenance a I’espece P. loosi, des deux populations prélevées en
Floride par Inserra et al. (1996) du fait des différences que présentent ces deux populations sur

le plan morphométrique et génomique vis a vis de la population topotype de P. loosi.
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Tableau 3.1. Synopsis des observations au microscope électronique a balayage de la configuration du premier anneau céphalique des femelles de quatre isolats
de Pratylenchus prélevés sur caféiers au Guatemala et de différents autres isolats prélevés en régions tropicales ou subtropicales de P. coffeae et d’autres
especes morphologiquement proches, et de leur appartenance aux graupes.de Carbatt & Clark (1983).

Appartenance aux

Espéce Plante hote Origine géographique Auteurs groupes de
Corbett & Clark, 1983
Chitalon et Chamtaca Groupe |
Coffea spp. Guatemala Villain et al. (1998)
Moca et Buena Vista Groupe I
P. loosi Camellia sinensis Sri Lanka Corbett & Clark (1983) ; Duncan et al. (1999) Groupe |
P. loosi Sorghum vulgare Sénégal Baujard et al. (1990) Groupe |
P. loosi Paspaulm notatum , Panicum hemitomon Floride Insena et al. (1996) ; Duncan et al. (1999) Groupe |
. Floride Corbett & Clark (1983) ; Inserra et al. (1998) ; Duncan et al. (1999)
P. coffeae t ’ ’
Citrus sp Oman Duncan eta/., 1999 Groupe |
P. coffeae Dioscorea spp. Martinique ; Brésil ; Puerto Rico Duncan et ai, 1999 Groupe |
P. coffeae Divers hotes Japon Momota (1978) Groupe |
Zea mays, Bambusa sp. .
P. coffeae Ipomoea batatas, Oriza sativa Japon Mizukubo (1992) Groupe |
P. coffeae Coffea spp. Java ; Sao Paolo, Brésil Duncan et al. (1999) Groupe |
P. coffeae (?) Néotype Coffea spp. Java Inserra et al. (1998) (Collecte: Sherr & Allen, 1953) Groupe Il
P.pseudocoffeae Artemisia sp. et Chrysanthemum sp. Japon Mizukubo (1992) ; Inserra etal., 1998 Groupe Il
Paratypes et topotypes
P. pseudocoffeae Aster sp. Floride Inserra et al., 1998 ; Duncan et al. (1999) Groupe Il
Pratylenchus sp. (P. gutierrezi ?) Costa Rica ; Guatemala (Buena Vista) Inserra etal., 1998 ; Duncan etal. (1999) Groupe Il
P. gutierrezi Topotypes Coffea arabica Costa Rica Duncan et al. (1999) Groupe I
P. gutierrezi Paratypes Costa Rica Golden et al. (1992) Groupe Il
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Les femelles des isolats Moca et Buena Vista présentent une configuration du premier
anneau céphalique typique du groupe Il de Corbett & Clark (1983), avec subdivision de ce
premier anneau céphalique en secteurs labiaux submédians et latéraux bien séparés.

Diverses populations de P. gutierrezi présentent également cette configuration du groupe
Il de Corbett & Clark (1983) : la population paratype prélevée sur Coffea sp. au Costa Rica
(plateau central) (Golden et al., 1992) ; deux populations prélevees sur cafeiers au Costa Rica
dont I’'une topotype (plateau central) (Inserra et al., 1998 ; Duncan et al., 1999). L observation
par Inserra et al. (1998) et Duncan et al. (1999) d’une configuration du premier anneau
céphalique de type Il pour I’isolat Buena Vista confirme donc nos observations réalisées au MEB
sur cet isolat. Celui-ci était initialement référée comme P. gutierrezi (Inserra et al., 1998) mais ce
statut spécifique est remis en cause par Duncan et al. (1999) du fait des différences
morphologiques et génomiques observées entre cet isolat et la population topotype.

Inserra et al. (1998) ont également observé cette configuration du groupe 1l de Corbett
& Clark (1983) chez un spécimen néotype de P. coffeae prélevé sur caféiers en 1952 par Sher &
Allen (1953) a Java mais dont la provenance exacte reste incertaine (Ouest de Java) et est
probablement éloignée du toponyme (Est de Java) de P. coffeae (Zimmermann, 1898). On peut
s’interroger sur la réelle appartenance de ce spécimen a I’espéce P. coffeae auquel cas il faudrait
réviser le statut de la population décrite par Zimmermann (1898) et de toutes les autres
populations observees depuis et identifiées comme P. coffeae. Par ailleurs, il faut rappeler que les
cing populations de P. coffeae également prélevées sur caféiers a Java mais dans la partie orientale
de Java présentent le type | de Corbett & Clark (1983) selon Duncan et al. (1999). Ces auteurs
ont observé une grande similitude morphologique entre cet individu préservé en collection et les
deux isolats initialement prélevés sur Coffea sp. en Amérique Centrale et plus particulierement
celle provenant du Guatemala (isolat Buena Vista). Une enquéte est actuellement en cours pour
clarifier le statut des populations de Pratylenchus de Java et redéfinir le type de P. coffeae
(Baujard, communication personnelle).

C’est également cette configuration de type Il qui est décrite pour diverses populations
de P. pseudocoffeae : les deux populations paratypes du Japon prélevées sur Artemisiafeddei
(Nagasaki) et Chrysanthemum morifolium (Miayazaki) (Mizukubo, 1992b) ainsi qu’une
population prélevée sur Aster eliotii en Floride (Inserra et al., 1998).

Une population prélevée au Japon sur Artemisiaprinceps et décrite par Minagawa (1991)
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comme P. yamagutii n. sp. présente également cette configuration du type Il de Corbett & Clark

(1983) selon Mizukubo (1992 a).

Par ailleurs, il faut exclure I’appartenance des deux isolats Moca et Buena Vista a I’espece
P. loosi contrairement a I’'une des identifications de I’isolat Buena Vista qui avait été faite
antérieurement (Anzueto & Sarah, 1992 ; Mohotti, 1998) puisque ces isolats appartiennent tous
deux au groupe Il de Corbett & Clark (1983) alors que P. loosi appartient au groupe | (Corbett
& Clark, 1983 ; Baujard et al., 1990 ; Mohotti, 1998 ; Duncan et al., 1999). Cependant Mohotti
(1998) a observé pour le méme isolat Buena-Vista une configuration du premier anneau
céphalique du type | (Corbett & Clark, 1983), ce qui est en contradiction avec nos observations

et celles de Duncan et al. (1999).

A I’intérieur de chacun des isolats étudiés, les femelles présentent une grande homogeénéité
de la configuration de leur premier anneau céphalique. Corbett & Clark (1983) relatent une
variabilité plus importante de ce caractére entre individus d’une méme population et entre
populations d’une méme espece. L’homogénéité observeée ici pourrait s’expliquer par le fait que
les élevages proviennent au départ d’un inoculum ou isolat réduit qui n’est pas forcément
représentatifde la diversité présente au sein de la population naturelle de laquelle il a été préleve.
Inserra et al. (1998) mentionnent cependant I’existence d’une variabilité concernant la fusion
compléte ou incompléte entre disque labial et secteurs labiaux submédians pour deux populations
de P. gutierrezi pourtant élevées sur rondelles de carottes, dont celle du Guatemala qui

correspond a I’isolat Buena Vista.

Chez les males, la présence des quatre secteurs cunéiformes autour du disque labial pour
les isolats Moca et Buena Vista a également été observée par Golden etal. (1992) chez les méles
de P. gutierrezi. Selon ces mémes auteurs, ces secteurs cunéiformes correspondent a la position
des sensilles céphaliques et constituent un caractere important dans I’identification des especes de
Pratylenchus. Inserra et al. (1998) décrivent également la présence des quatre mémes secteurs
cunéiformes supportant les sensilles céphaliques chez les males d 'une population identifiée comme
P. pseudocoffeae et prélevee sur Aster sp. en Floride ainsi que pour deux populations initialement
considérées comme appartenant a P. gutierrezi et prélevées sur caféiers au Costa Rica et au

Guatemala (isolat Buena Vista). Au contraire de Golden et al. (1992), Inserra et al. (1998)
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considerent ce critére comme non stable du fait de I’absence de cette ornementation sur un certain
nombre de males pour les trois populations citées.

Un certain dimorphisme sexuel semble tout de méme exister au niveau du premier anneau
céphalique pour les isolats Moca et Buena Vista. En revanche, Inserra et al. (1998) constatent,
en dehors de la présence éventuelle des secteurs cunéiformes chez les males, une similarité de la
configuration du premier anneau céphalique chez les deux sexes de la population de
P. pseudocoffeae prélevée sur Aster sp. en Floride (différenciation des secteurs labiaux latéraux
et submédians). L observation des photos concernant les populations de P. gutierrezi présentées
par ces mémes auteurs (Inserra et al. (1998) semble également montrer une similarité de la
configuration du premier anneau céphalique pour les deux sexes.

La description de la configuration du premier anneau céphalique des males fait souvent
défaut dans la littérature. Les observations faites dans cette étude tout comme celles faites par
Golden et al. (1992) et Inserra et al. (1998) montrent I’importance des observations de ce
parametre. La multiplication des observations du premier anneau céphalique des males pour les
especes bisexuelles de Pratylenchus apparait necessaire afind’évaluer lavariabilité de ce caractere
et sa pertinence dans la reconnaissance morphologique des populations. Pour les especes
bisexuelles de Pratylenchus, la configuration du premier anneau céphalique des méles pourrait
donc enrichir lanomenclature de Corbett et Clark (1983) établie selon la seule configuration du

premier anneau cephalique des femelles.

Annélation de la capsule céphalique desfemelles (figures 3.3):

L observation d’un troisiéme anneau au niveau de la capsule céphalique, chez certains
individus, et semblant apparaitre suite a la subdivision de I’'un des deux anneaux chez les quatre
isolats étudiés est également mentionnée par Corbett & Clark (1983) ; Baujard et al. (1990) et
Mizukubo (1992b) pour différentes especes de Pratylenchus spp. Corbett & Clark (1983) ainsi
que Baujard et al. (1990) préconisent beaucoup de précautions dans I’utilisation du nombre
d’anneaux de la capsule céphalique en tant que critére déterminant pour I’identification spécifique
au sein du genre Pratylenchus. Mizukubo (1992b) qui lui a observé cette variabilité chez un
complexe de populations de P. coffeae, P. pseudocoffeae et Pratylenchus sp. préconise le

dénombrement des anneaux céphaliques sur les deux c6tés de la téte.
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Ornementation des champs latéraux (figures 3.5) :

L’ importante variabilité de I’'ornementation des champs latéraux ici observée est en accord
avec les observations antérieurement realisées par Corbett & Clark (1983) et par Baujard et al.
(1990) sur différentes especes du genre Pratylenchus. La dilatation du corps a certains niveaux,
probablement due a la présence d’oeufs a I’intérieur du corps, fait apparaitre d’autres bourrelets,
les champs latéraux semblant fonctionner a la maniere d’un soufflet. De ce fait, I’ornementation
des champs latéraux n’apparait pas comme un critére stable et donc fiable pour I’identification
spécifique au sein du genre Pratylenchus comme le suggéraient déja Corbett & Clark (1983) ainsi
que Baujard et al. (1990).

En revanche I’étude des champs latéraux en coupe transversale devrait étre réalisée, une
spécificité de la forme et de la couche médiane vacuolaire de ces derniers ayant été observée au
microscope électronique a transmission chez P. brachyurus, P. loosi et P. sefaensis (Mounport

etal., 1990).

Forme de | ’extrémité distale de lapartie postérieure desfemelles (figure 3.4 ; 3.6-3.11) :

L ’observation au MO d’un certain nombre d’individus de chaque isolat (Moca: n = 46 ;
Chamtaca: n =42 ; Chitalon: n = 36) montre qu’il existe une importante variabilité de la forme de
I’extrémité distale de la partie posterieure des femelles a I’intérieur de chacun de ces trois isolats.
Cette variabilité a déja été reportée chez P. brachyurus et P. coffeae par Tarjan & Frederick
(1978). Mais cette variabilité apparait avec des intensités différentes suivant les populations
étudiées. Roman & Hirschmann (1969) reportent une faible variabilité de ce caractére pour ces
deux mémes especes. Malgré la variabilité de la forme de la partie postérieure des femelles
observée dans cette étude, il apparait néanmoins un phénotype majeur de cette partie du corps des

femelles pour chacun des isolats étudiés comme décrit ci-apreés.

Pour les isolats Chamtaca et Chitalon, on observe un méme phénotype prédominant des
parties postérieures de femelles, a savoir une partie postérieure de forme subcylindrique avec une
extrémité distale tronquée ou largement arrondie. C’est également ce phénotype qui apparait pour
les femelles observees au MEB et appartenant a ces deux isolats. Ce phénotype est également

observé chez différentes populations de P. coffeae : population prélevée sur Aglaonema sp. en
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Floride (Roman & Hirshmann, 1969) ; specimens de la USDA Nematode Collection (Handoo &
Golden, 1989) ; populations prélevees sur Citrus spp. en Floride (Taijan & Frederick, 1978 ;
Corbett & Clark, 1983; Inserra et al., 1996) ; redescription de I’espéce P. coffeae selon Siddiqi
(1972), Loof (1978 et 1991). Ce phénotype est également observé chez les femelles d’une
population initialement identifiée comme P. loosi prélevée sur Fragaria sp. (Mohotti, 1998). Le
statut spécifique de cette population est toute fois remis en cause par le méme auteur.

Le profil de ce phénotype correspond également a celui observé pour P. panamaensis
(Siddiqi et al., 1991). Il est cependant observé un aspect crénelé de I’extrémite distale chez les
femelles de cette espéce et qui n’est pas observé chez les isolats Chamtaca et Chitalon. Cependant
I’ornementation en rides des extrémités distales des parties postérieures de femelles des isolats
Chitalon et Chamtaca mise en évidence a I’observation au MEB, pourrait donner au microscope
optique I’'apparence d’une annélation. Cette observation est également faite par Inserra et al.

(1998) pour deux populations de P. gutierrezi.

Pour I’isolat Moca, le phénotype prédominant chez les femelles, est une partie postérieure
de forme plut6t conoide avec une extrémité distale subhémisphérique a “grossiérement” pointue.
Ce phénotype des femelles de I’isolat Moca est également observé au MEB. Mais c’est aussi le
méme phénotype qui apparait chez les femelles de I’isolat Buena Vista qui ont été observées au
MEB. Ces observations concordent avec celles de Mizukubo (1992a) sur les femelles de
P. pseudocoffeae prélevées au Japon. Siddigi (1972), Loof (1978, 1991) et Mohotti (1998)
observent également ce genre de phénotype chez les femelles de P. loosi. D ’autres populations
de P. loosi prélevees sur Camellia sp. (Corbett & Clark, 1983), sur Sorghum vulgare au Sénégal
(Baujard etal., 1990) ou sur Paspalum notatum et Panicum hemitomon en Floride (Inserraetal.,
1996), presentent aussi une forme générale de I’extrémite distale des parties postérieures de
femelles similaire a celle décrite précédemment. C’est un des facteurs qui a conduit a une

identification de I’isolat Buena Vista comme P. loosi (Anzueto et al., 1992 ; Anzueto, 1993).

La forme (et sa variabilité) des parties postérieures de femelles de I’isolat Buena Vista
observée par Inserra et al. (1998) et Mohotti (1998) n’est pas décrite en détail.
Inserra et al. (1998) ne font mention que d’une terminaison des parties postérieures lisse pour
70% des femelles. Mohotti (1998) quant a lui, décrit une forme plutét arrondie des parties

postéerieures de femelles qu’il a observées.
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Malgré I’existence d’un phénotype prédominant de I’extrémité distale des parties
postérieures des femelles au sein de chaque isolat, la variabilité de ce caractere et son analyse
subjective puisque basée sur une simple appréciation visuelle, obligent a utiliser ce caractére avec
précaution. Il ne doit en aucun cas étre utilisé comme unique ou principal critére de classification.
Ceci contredit les observations de Loof (1991) qui consideére la forme des parties postérieures de

femelles comme un caractére assez fiable pour I’identification des especes du genre Pratylenchus.

Forme et contenu de la spermatheque (figures 3.12-3.15) :

La forme de la spermatheque, extrémement variable en forme et en taille au sein de chacun
des trois isolats, ne constitue absolument pas un critére fiable pour I’identification. Ceci vient a
I’encontre des observations de Roman & Hirschmann (1969) qui préconisent son utilisation
comme critére d’identification. La présence systématique d’une spermatheque pleine chez les
femelles laisse supposer qu’il existe pour ces trois isolats, un mode de reproduction

amphimictique.

Observation de | hemizonion :

La difficulté d’observation de I’hémizonion chez I’isolat Chitalon est également
mentionnée par Roman et Hirschmann (1969) chez différentes especes de Pratylenchus spp. dont
P. coffeae. Il serait donc nécessaire de multiplier les observations de ce caractere chez différentes
populations de Pratylenchus afin de confirmer son intérét dans la reconnaissance de certaines

especes.
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1.2. Etude morphométrique de trois isolats

1.2.1. Résultats

Etude morphométrique desfemelles:

Pour les trois isolats étudiés : Moca, Chamtaca et Chitalon, les descripteurs
morphométriques, mesurés ou calculés d’apres les indices de De Man (a, b, b’ ¢ et ¢,
apparaissent dans le tableau 3.2. Les matrices de corrélation entre descripteurs morphométriques
mesurés et calculés ont été construites pour chaque isolat (tableau 3.3). Les distances de
I’extrémité antérieure & Phémizonide (HZD), a I’hémizonion (HZN) et au pore excréteur (PEX)
sont linéairement dépendantes (P< 0,001) entre elles et ce pour les trois isolats étudiés. De plus,
quel que soit Pisolat, ces trois descripteurs sont linéairement corrélés (P< 0,01) avec la longueur
du corps. De ce fait, de ces quatre variables isométriques, seul ce descripteur, longueur du corps
(L), est conservé pour I’analyse factorielle discriminante (AFD). Certains indices sont également
significativement (P< 0,05) corrélés avec la longueur du corps :

- b et b’ le sont pour les trois isolats

- a I’est pour les isolats Chamtaca et Chitalon

- ¢ I’est pour les isolats Moca et Chitalon
Il est observé de plus une dépendance linéaire significative (P< 0,05) entre certains de ces
descripteurs, c est corrélé avec c’, qui eux deux sont corrélés avec NAQ également descripteur
relatifa la morphométrie des parties postérieures.

Cependant, du fait de la faible valeur des coefficients de corrélation entre ces descripteurs,
a, b, b’, cetc’ont été conservés pour réaliser I’AFD.

La longueur du sac post-vulvaire (SPV) présente une tres forte variabilité pour chaque
isolat (tableau 3.2). Cette variable ne présente donc pas d’intérét pour I’AFD et n’est donc pas
prise en compte.

Les variables utilisées pour I’AFD sont donc au nombre de dix : la longueur du stylet
(STY) ; la distance de la base du stylet a I’orifice de la glande dorsale oesophagienne (DGO) ; le
nombre d’anneaux de la partie postérieure (NAQ) ; la longueur du corps (L) , la position de la

vulve en % (V) et les indices a, b, b’ cetc
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Tableau 3.2. Mensurations (Jim) des femelles de trois isolats de Pratylenchus préleveés sur racines
de caféiers et élevés sur rondelles de carottes in vitro. Moyenne + Ecart type et (Minima-

Maxima).
Mesures MOCA CHAMTACA CHITALON
n 47 53 48
L 5244 + 29,5 4825 + 17,3 464,1 + 32,0
(457,9 - 590,8) (440,4 - 525,9) (412,5 - 594,2)
a 265+21 28,6 + 18 23,7+2,6
(21,6-30,4) (23,8 - 32,9) (16,5 - 29,3)
b 6,6+04 59+0,3 58+0,3
(5,7 -17,5) (5,3 - 6,8) (5,3 - 6,4)
b’ 46+0,3 40+0,2 42 +0,3
(3,9-54) (3,5-4,6) (3,6 -5,2)
c 191+19 18,1+ 1.3 182+ 14
(16,1 -23,8) (15,4-23,1) (15,3-21,2)
c’ 23+0,2 24+0,2 20+0,2
(1,7 -2,9) (2,0-2,8) (1,7-2,4)
vV 78,8+ 10 782+ 21 784+20
(76,3 - 80,9) (74,5 - 87,6) (71,8-82,6)
STY 14,6 +£0,5 14,7+ 0,7 14,7+ 0,7
(13,6 -16,0) (12,8-15,6) (12,8 -16,8)
DGO 22+0,6 22+0,6 16+0,4
(0,8-4,0) 12-32) (0,8-2,8)
NAQ 233+20 216 +2,1 193 +2,1
(19-28) (17-25) (16 - 27)
SPV 22,1 + 10,3 226 +6,9 21,9+4.4
(13,6-69,6) (12,8 - 62,4) (11,2-33,6)
LQ 276+24 268+ 19 25,6+ 19
(21,6 - 32,0) (21,6-31,2) (22,4 - 32,0)
Ol 79,7+5,0 82,5 +3,1 79,9+45
(68,8 - 93,6) (72,8 - 88,8) (71,2-96,0)
GLA 113,2+5,6 121,749 111,2 +9,1
(99,2 - 124,0) (109,6- 132,8) (92,0 - 152,0)
HzZD 799+43 73,9+20 69,2+ 5,0
(69,6 - 88,8) (68,0 - 77,6) (60,0 -92,8)
HZN 93,0+ 5,2 86,5+ 3,2 82,9+5,0
(81,6-106,4) (80,0 - 93,6) (76,0 - 95,2)
PEX 83,3+43 771 +25 724+49
(72,8 - 92,0) (69,6 - 84,0) (64,0 - 96,8)
DAV 19,,9+2,0 169+ 1,0 198+2,4
(16,8-25,6) (15,2-19,2) (16,8-31,2)
DNA 122+ 10 11,3 +0,8 129+ 0,6
(10,4 -14,4) (9,6 - 13,6) (11,2-14,4)

n = nombre de femelles observées. L: longueur du corps; a, b, b’, ¢, ¢’, V : indices de DeMan (1880) ; STY :
longueur du stylet ; DGO : distance de la base du stylet a la glande oesophagienne dorsale ; NAQ : nombre
danneaux de la queue ; SPV : longueur du sac post-vulvaire ; LQ : longueur de la queue ; Ol : distance de
| ’'extrémité antérieure a la limite oesophage-intestin ; GLA : Distance de |’extrémité antérieure a | ‘extrémité
postérieure des glandes oesophagiennes ; HZD : distance de | ®extrémité antérieure a | hémizonide ; HZN :
distance de | ’extrémité antérieure a I'hémizonion ; PEX : distance de | 'extrémité antérieure aupore excréteur ;
DAV :plus grand diamétre du corps (en avant de la vulve) ; DNA : diamétre du corps au niveau de | ‘anus.



Tableau 3.3. Matrices de corrélation de quatorze descripteurs morphométriques pour trois isolats de
Pratylenchus. Les coefficients de corrélation en gras sont significativement (P< 0,05) différents de zéro et le sont
pour les trois isolats en encadré (pointillés).

Moca
STY
DGO
HzD
HZN
PEX
SPV
NAQ

T oo <

O o T

Chamtaca
STY
DGO
HZD
HZN
PEX
SPV
NAQ

r oo < r

o o o

Chitalon
STY
DGO
HZD
HZN
PEX
SPV
NAQ

o T oo < r

O—

STY DGO HZD HzZN

1.00
-0.05
0.22
0.21
0.26
0.19
-0.15
-0.04
0.03
-0.07
-0.35
-0.17
0.26
-0.19

STY
1.00
0.09
-0.03
-0.02
-0.07
0.20
0.02
0.32
0.21
0.05
0.21
0.28
0.13
-0.00

STY
1.00

-0.05
0.41
0.35
0.40
0.39
0.20
0.53
0.04
0.40
0.34
0.25
0.13
0.21

1.00
0.02
0.17
0.04
0.09
-0.07
0.04
0.18
0.08
0.12
-0.04
-0.07
-0.04

DGO

1.00
-0.19
0.00
-0.12
0.19
-0.13
-0.00
-0.09
0.02
-0.10
-0.01
-0.05
0.11

DGO

1.00
0.38
0.20
0.36
-0.09
-0.00
0.33
-0.10
0.06
0.09
-0.05
0.09
0.06

1.00
0.85
0.97
0.23
-0.06
0.71
0.38
0.05
0.06
0.20
0.49
-0.34

HZD

1.00
0.74
0.86
0.04
-0.00
0.44
-0.05
0.09
0.16
0.22
-0.12
0.01

HZD

1.00
0.68
0.96
0.08
0.14
0.81
0.12
0.35
0.21
0.01
0.37
0.13

1.00
0.84
0.25
0.00
0.65
0.28
0.17
0.04
0.27
0.44

-0.29

HZN

1.00
0.68
-0.08
0.06
0.47
0.06
0.23
0.05
0.23
-0.04
0.13

HZN

1.00
0.69
0.27
0.08
0.64
-0.11
0.45
0.28
0.28
0.42
0.04

PEX

1.00
0.24
-0.05
0.67
0.35
0.05
-0.00
0.18
0.43
-0.28

PEX

1.00
0.00
0.13
0.35
-0.07
0.17
-0.00
0.13
-0.07
-0.02

PEX

1.00
0.08
0.17
0.76
0.12
0.36
0.14
-0.05
0.27
0.20

SPV  NAQ
1.00
-0.05  1.00
015  0.09
-0.24  -0.16
-018  -0.13
011 0.02
-0.05 -0.08
015 -0.38
023 0.31
SPV  NAQ
1.00
001 1.00
010 0.15
001 -0.15
-0.06 -0.04
011  0.08
025 015
005 -0.34
-0.44 032
SPV  NAQ
1.00
002 1.00
017 031
021 -0.04
028 012
019 0.32
028  0.23
021 -0.38
-0.06 057

L

1.00
0.18
0.03
0.49
0.61
0.43
-0.24

1.00
-0.10
0.32
0.67
0.68
0.15
0.20

1.00
-0.09
0.50
0.55
0.34
0.48
0.28

1.00
-0.01
0.05
0.11
0.31
-0.37

1.00
0.08
-0.15
-0.02
0.11
0.00

1.00
-0.15
-0.15
-0.27
-0.20
-0.06

1.00
-0.16
-0.10

0.26

0.03

1.00
0.26
0.47
0.29
0.15

1.00
0.15
0.30
0.22
0.34

1.00
0.51
0.09
-0.24

1.00
0.42
0.26
0.12

1.00
0.53
0.13
0.32

1.00
0.30
-0.24

1.00
0.06 1.00
0.17 -0.44 1.00

b’ c c'
1.00
0.28 1.00

0.15 -051 1.00

STY : longueur du stylet’, DGO : distance de la base du stylet a la glande oesophagienne dorsale', HZD : distance de
| 'extrémité antérieure a | hémizonide; HZN : distance de | extrémité antérieure a | hémizonion', PEX : distance de
| 'extrémité antérieure aupore excréteur, SPV : longueur du sac post vulvaire; NAQ : nombre d ‘anneaux de la queue\

L : longueur du corps ; V :position de la vulve (%) ; a, b, b’, cet ¢' : indices de De Man (1880).
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Ladistribution des données pour chacune de ces variables est représentée en boites de Box
(figure 3.16).

L analyse de variance montre des différences significatives (P <0,001) entre les trois
isolats pour chacun des descripteurs a I’exception (P <0,05) de STY et de V (tableau 3.4). Les
descripteurs les plus discriminants selon I’analyse de variance, pour les trois isolats de I’étude,
sont :

-L (F- 60,5) et dans une moindre mesure NAQ (F= 38,68). Les longueurs moyennes
des trois isolats étudies sont toutes trois différentes (P< 0,05).

-b{F- 73,18) et b’ (F = 64,25). Les moyennes de ces deux descripteurs pour I’isolat
Moca sont supérieures (P< 0,05) a celles observées respectivement pour les isolats Chamtaca et
Chitalon. Les moyennes observées pour ces deux isolats ne sont pas différentes entre elles
respectivement.

-a (F=5351) et ¢’ (F = 53,18) et dans une moindre mesure DGO (F = 15,65). Les
moyennes de ces trois descripteurs pour I’isolat Chitalon sont inférieures (P < 0,05) a celles
respectivement observées pour les isolats Moca et Chamtaca. Les moyennes observées pour ces
deux isolats ne sont pas différentes entre elles respectivement.

La valeur du pseudo-P du premier axe factoriel discriminant égale a 173,52 (tableau 3.5)
est donc trés supérieure a la plus grande valeur des F des différents descripteurs et qui est celle
observée pour le ratio b (PR 15 =73,18) (tableau 3.4). Les différences entre isolats sont
significatives (P < 0,001) sur les deux axes factoriels discriminants également appelés variables
canoniques (tableau 3.5). Le premier axe factoriel beaucoup plus discriminant contribue pour
61,3% de I’inertie totale (tableau 3.5). Les corrélations inter-classes entre les deux axes factoriels
discriminants et les dix descripteurs utilises (tableau 3.6 et figure 3.17) montrent que le premier
axe est corrélé essentiellement avec : NAQ, L, V, DGO et ¢ . Le second axe est corrélé avec les
trois variables : b’ cet surtout STY. Toutes ces corrélations sont positives a I’exception de celle
du second axe avec STY.

Les distances D2de Mahalanobis entre les trois isolats Moca, Chamtaca et Chitalon sont
toutes significativement (P < 0,001) différentes de O (tableau 3.7). Elles different peu entre elles.
Les trois isolats sont donc statistiguement équidistants entre eux dans le plan factoriel. Il existe
une forte dispersion des individus de chaque isolat (figure 3.18). Néanmoins cette AFD a permis
ici, selon la statistique de Mahalanobis, de distinguer 88,9% des femelles de I’isolat Moca (n=45)

(cing individus sont reclasses dans I’isolat Chamtaca) ; 95,4% des individus de I’isolat Chamtaca
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Figure 3.16. Representation en boites de Box de dix variables morphomeétriques pour trois isolats de
Pratylenchus : Moca (Moc) ; Chamtaca (Cha) et Chitalon (Chi) : longueur du stylet (STY) ; distance
de la base du stylet a la glande oesophagienne dorsale (DGO) ; nombre d’anneaux de la queue (NAQ) ;
longueur du corps (L) et les indices de De Man :V,a, b, b’,cetc’.



Tableau 3.4. Analyse univariée de dix descripteurs morphométriques de trois isolats de
Pratylenchus: Moca, Chamtaca et Chitalon.

Isolats
Ecart-type
Variable résiduels F (2,125) P Moca Chamtaca Chitalon
NAQ 2,09 38,68 <0,001 a b c
L 27,08 60,50 <0,001 a b c
b 0,34 73,18 <0,001 a b b
b’ 0,28 64,25 <0,001 a b b
DGO 0,57 15,65 <0,001 a a b
a 2,14 53,51 <0,001 a a b
c’ 0,20 53,18 <0,001 a a b
c 151 7,98 <0,001 a a a
STY 0,62 0,57 0,571 NS
\Y/ 1,79 0,99 0,376 NS

NAQ : nombre d 'anneaux de la queue ; L : longueur du corps ; DGO: distance de la base du
stylet a la glande oesophagienne dorsale ; STY : longueur du stylet ; V :position de la vulve
(%) ;a, b, b’, ¢, ¢’: indices de De Man.

Tableau 3.5. Paramétres statistiques des deux axes factoriels discriminants de I’AFD réalisée sur
dix variables morphométriques observées pour trois isolats de Pratylenchus: Moca, Chamtaca et
Chitalon.

Axe r2 Valeur Pseudo-F Contribution Lambda P
factoriel  canonique propre a l'inertie de Wilks  (Statistique
discriminant de Wilks)
I 0,735 2,776 173,52 61,7% 280,81 <0.001 *
1 0,633 1,723 107,67 38,3% 120,70 <0.001 **

*test de r|, rj2: Probabilité qu’il y ait des différences significatives entre populations sur les axes factoriels
discriminants | et II.

** test de 42 : Probabilité qu’il y ait des différences significatives entre populations sur I’axe factoriel
discriminant I1.
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Tableau 3.6. Structure canonique des deux axes factoriels discriminants, combinaisons linéaires
de dix variables morphométriques de trois isolats de Pratylenchus: Moca, Chamtaca et Chitalon.

Corrélations totales Corrélations vecteurs propres

(r2 inter-classes
Axe 1 Axe?2 Axel Axe?2 Axel Axe?2
STY 0.110 0.890 -0.332 -0.943 -0.064  -0.060
DGO 0.838 0.162 0.916 -0.402 0.178 -0.065
NAQ 0961 0.039 0.980 0.197 0.307  0.095
L 0.795  0.205 0.892  0.453 -0.080 0.144
\% 0.784  0.216 0.885  0.465 0.105 0.024
a 0.539 0461 0.734  -0.679 0.084 -0.484
b 0.584  0.416 0.764  0.645 0.338 0.138
b’ 0.261  0.739 0.511  0.859 -0.028  0.539
c 0.379  0.621 0.616  0.788 0.437 -0.005
c 0.701  0.300 0.837 -0.547 0.570 -0.277

STY : longueur du stylet ; DGO :distance de la base du stylet a la glande oesophagienne
dorsale ; NAQ : nombre d ‘anneaux de la queue ; L : longueur du corps ; V :position de la
vulve (%) ; a, b» b’»c, ¢’: indices de De Man.

Axe 2

Figure 3.17. Cercle de corrélations inter-classes de dix variables morphomeétrgiues de trois
isolats de Pratylenchus: Moca, Chamtaca et Chitalon avec les deux axes factoriels discriminants
combinaisons lineaires de ces variables (voir tableau 3.5 ci dessus pour abréviations).
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Tableau 3.7. Distances D1de Mahalanobis entre les trois isolats de Pratylenchus et probabilités
du test de de I’hypothése nulle pour ces distances D2

Moca Chamtaca Chitalon
0,0
Moca P = 1,000
3,72 0,0
Chamt ' ’
amtaca P< 0001 P= 1,000
441 422 0,0
Chitalon
/»<0,001 P< 0,001 P= 1,000

Tableau 3.8. Classement des individus des trois isolats de Pratylenchus par rapport a leur isolat
d’appartenance selon la statistique de Mahalanobis (D2 et pourcentages d’individus
correspondants.

Isolat d'affectation

Isolat Moca Chamtaca Chitalon

d'appartenance (n = 45) (n=43) (n=40)
Moca 88?8% 11,51% 0,8%
Chamtaca 2’31% 95?2% 2,:;)/0
Chitalon 513% 2,51% 92?57%

Tableau 3.9. Parameétres statistiques des deux axes factoriels discriminants de I’AFD réalisée
sur six descripteurs morphométriques des trois isolats de Pratylenchus: Moca, Chamtaca et

Chitalon.

Axe r2 Valeur Pseudo F  Contribution ~ Lambda P
factoriel canonique propre a l'inertie de Wilks (Statistique
discriminant de Wilks)
1 0,600 1,503 9391 61,3% 194,22 <0,001 *
2 0.487 0.951 5941 38.7% 81.84 <0.001 **

*test de ri, )2 : Probabilité qu’il y ait des différences significatives entre populations sur les axes

factoriels discriminants 1et 2.
** test de 42: Probabilité qu’il y ait des différences significatives entre populations sur I’axe factoriel

discriminant 2.
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Figure 3.18. Diagramme de dispersion des individus de trois isolats de Pratylenchus : Moca (n = 45) ;
Chamtaca (n =43) et Chitalon (n = 40) selon les axes 1let 2 de I’analyse factorielle discriminante sur
les dix variables morphométriques STY, DGO, NAQ, L, V,a,b,b’, cetc’



Chapitre 3 : Résultats-Discussion
1. Etudes morpho-anatomiques des isolats de Pratylenchus

(n=43) (un individu est reclassé dans I’isolat Moca et un autre dans I’isolat Chitalon) et 92,5%
des individus de I’isolat Chitalon (n = 40) (deux individus sont reclassés dans I’isolat Moca et un
autre dans Pisolat Chamtaca) (tableau 3.8).

La deuxieme AFD incluant en individus supplémentaires les données moyennes de
différentes populations de P. coffeae, P. panamaensis, P. gutierrezi et P. pseudocoffeae est moins
discriminante que la précédente du fait d’un nombre inférieur de variables (six au lieu de dix)
participant a la construction des axes discriminants (tableau 3.9 et figure 3.19).

Les trois populations de P. coffeae du Japon, toutes trois prélevées sur un hote différent
et autre que Coffea spp. sont relativement proches I’une de I’autre et ont une position centrale par
rapport aux trois isolats étudiés. Deux de ces populations se rapprochent tout de méme du centre
de gravité de I’isolat Moca (D2= 0,62 et 0,87) (tableau 3.10). Des trois populations de P. coffeae
prélevées sur caféiers, celle du Brésil est tres proche du centre de gravité de I’isolat Chitalon
(D1= 0,54) tandis que celle d’Indonésie se rapproche du centre de gravité de I’isolat Moca
(D2= 1,25). Enfin la population prélevée par Sher & Allen (1953) & Java a une position limitrophe
entre les deux nuages de points des isolats Moca (D2= 1,53) et Chitalon (D2 = 1,14). Cette
population est proche des deux populations de P. gutierrezi prélevées directement sur caféiers
au Costa Rica, I’une d’elle étant une population topotype.

Laposition de lapopulation paratype de P. panamaensis coincide avec le centre de gravité
de I’isolat Chitalon (D2 = 0,04).

Les différentes populations de P. gutierrezi sont tres dispersées. La population du
Guatemala (isolat Buena Vista) élevée sur carottes a une position excentrée vers les valeurs les
plus fortes de I’axe 1. L’isolat Moca est celui dont elle se rapproche la plus : D2 = 2,88. Les
distances statistiques avec les deux autres isolats sont D2=4,23 et D2=4,68. L’autre population
élevée sur carottes prélevée au Costa Rica présente une position moins excentrée et I’isolat dont
elle se rapproche le plus est également I’isolat Moca (D2= 1,83). Les distances statistiques avec
les deux autres isolats sont D2= 2,39 et D2- 3,37. La position de la population paratype de
P. gutierrezi présente une position symétrique a I’isolat Buena Vista par rapport a I’axe 2. Elle
a donc egalement une position tres excentrée dans le plan factoriel. Elle est éloignée des deux
autres populations de P. gutierrezi également prélevées directement sur caféiers et au Costa Rica
dont lapopulation topotype. C’est de I’isolat Chitalon que cette population paratype se rapproche
le plus (D2 = 2,40). Les distances statistiques avec les deux autres isolats sont D2= 3,81 et

D2=4,26. Les deux populations non paratypes du Costa Rica prélevées directement sur caféiers
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P. coffeae prélevés au Japon sur hétes différents de Coffea sp.
. N P. coffeae prélevés au Brésil et a Java sur Coffea sp.
Chitalon P P
iy ¢H P. coffeae prélevé a Java Collection (Sher & Allen, 1953)
Centres de gravité
P. gutierrezi : paratypes prélevés sur Coffea sp.
P. gutierrezi prélevés directement sur Coffea sp.
n Populations de Pratylenchus sp. prélevées sur Coffea sp. et élevées

sur carottes (initialement considérées comme P. gutierrezi)
P. panamaensis : paratypes prélevés sur Coffea sp.

Figure 3.19. Diagramme de dispersion des individus de trois isolats de Pratylenchus Moca (n = 45) ;
Chamtaca (n = 43) et Chitalon (n = 40) selon les axes 1et 2 de I’analyse factorielle discriminante
sur les six variables morphomeétriques L, a, b, c,V, STY. Les individus moyens pour ces six
variables des populations de P. gutierrezi (Golden et al., 1998 ; Inserra et al., 1998 ; Duncan et al.,
1999) ; P. pseudocoffeae (Mizukubo, 1992, a et b) ; P. coffeae (Mizukubo, 1992,a ; Duncan etal.,
1999) sont introduits en individus supplémentaires.



Tableau 3.10. Distances D2de Mahanalobis entre trois isolats de Pratylenchus et probabilités (P) du test
de I’hypothése nulle pour les distances D2; distances D2 de Mahanalobis entre les valeurs moyennes de
populations de P. pseudocoffeae (Mizukubo 1992, a et b), P. coffeae (Mizukubo 1992, a ; Duncan et al.,
1999), P. gutierrezi (Inserra et al., 1998 ; Duncan et al., 1999), P. panamensis (Siddigi et al., 1991) et
les centres de gravité des trois isolats de I’étude.

Identification Origine

. . . Héte Moca Chamtaca  Chitalon
Isolta / Population géographique
Moca Guatemala Coff bi 00
U OTfea arabica * 1,000
Chamt Guatemal i L7 00
amtaca uatemala Coffea arabica = P< 000l P= 1,000
Chital Guatemala ff bica * 188 L 0.0
italon ) Coffea arabica P< 000l P< 0001 P= 1,000
4
P. pseudocoffeae (P)  Japon (Miyasaki)  Chrysanthemum sp. 1,30 1,17 2,41
P. pseudocoffeae (P)  Japon (Nagasaki) Artemisia sp. 2,49 1,60 0,87
P. cojffeae Japon (Nagano) Zea mays 0,62 1,27 1,38
P. cofffeae Japon (Saitama) Ipomoea batata 0,87 133 1,05
P. cofffeae Japon (Okinawa) Bambusa sp. 1,80 0,77 1,01
P. cofffeae Brésil Coffea sp. 2,06 1,39 0,54
P. cofffeae Indonésie (Java) Coffea sp. 1,25 2,87 3,10
P. cofffeae Indonésie (Java) Coffea sp. (Collection) 1,53 2,43 1,14
P. gutierrezi (P) Costa Rica Coffea sp. 4,26 3,81 2,40
P. gutierrezi (T) Costa Rica Coffea sp. 2,17 2,99 1,44
P. gutierrezi Costa Rica Coffea sp. 2,23 2,53 0,81
Pratylerjchus_sp. Costa Rica Coffea sp. * 1,83 3,37 2,39
(P. gutierrezi ?)
Pratyler_mhus_sp. Guatemala* Coffea sp. * 2,88 4,68 4,23
(P. gutierrezi ?)
P. panamaensis Panama Coffea sp. 1,92 1,74 0,04

(P) : Paratypes ; (T) : Topotypes
*: Isolats élevés sur rondelles de carottes in vitro
** - |solat Buena Vista
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dont une population topotype sont proches I’'une de I’autre. L’isolat dont elles se rapprochent le
plus est I’isolat Chitalon D2= 0,81 et D2= 1,44 (topotype).

Parmi les deux populations paratypes de P. pseudocoffeae prélevées toutes deux sur
astéracées, celle de Nagasaki prélevée sur Artemisia se rapproche du centre de gravité de Chitalon
(D2 =0,87) alors que celle de Miazaki prélevée sur Chrysanthemum se rapproche du centre de
gravité de Chamtaca (D2=1,17). Ces deux populations paraissent plus proches des populations

de P. coffeae que des populations de P. gutierrezi.

Etude comparée de la longueur des males:

Les moyennes de longueur de corps des males des isolats Moca, Chamtaca et Chitalon
sont toutes les trois différente (P < 0,05) (tableau 3.11 et figure 3.20).
Pour les trois isolats, les males ont une longueur de corps inférieure (P < 0,05) a celle des
femelles. Le rapport entre longueurs moyennes des femelles et des méles est similaire pour lestrois
isolats (de 1,13 a 1,19). De ce fait, le classement de ces trois isolats selon la longueur de corps des
males est le méme que celui observé selon la longueur de corps des femelles a savoir que la
longueur des males de I’isolat Moca est supérieure (P < 0,05) a celle de I’isolat Chamtaca, elle-
méme supérieure (P <0,05) a celle de I’isolat Chitalon. Les intervalles de confiance & 95% de la
longueur des males des deux isolats Chamtaca et Chitalon se chevauchent entre eux mais ne se

chevauchent pas avec celui de I’isolat Moca.

La comparaison graphique de la longueur des males des trois isolats étudiés avec celle
observee chez d’autres especes morphologiquement proches : P. coffeae, P. pseudocoffeae,
P. gutierrezi, et P. loosi n’est réalisée qu’a titre indicatif (figure 3.20). Ne disposant en effet que
des valeurs moyennes des populations de référence, il n’est pas possible de réaliser de tests
statistiques. On observe que I’intervalle de confiance a 95% de la longueur de corps des males de

I’isolat Chitalon montrent des données inférieure aux moyennes des autres populations.
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Tableau 3.11.

Isolat

Moca

Chamtaca

Chitalon

Longueur de corps des males de trois isolats de Pratylenchus.

n Longueur moyenne = Ecart Type
(Minimum-Maximum)

43 464.0 = 17.5 a
(427.92 - 499.0)

43 416.5 +21.6 b
(362.1 -460.8)

43 390.9 +25.7 c
(356.9 - 519.7)

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes

selon le test de

650 -r

600 - -
2550

500 L7]
§450 $§

350

300

Moca

C :i Quartiles

P.pseu Mi :
P.pseu Nag :
P.gut :
P.cof:
P.loo :

P. Pan:

Newman et Keuls (P < 0,001).

de

Chamtaca Chitalon P.pseuMi P.pseuNag P.Ait

o Médiane X Moyenne

en

cri

cri

P.cof P.pan

Moy. +/_ E.T. Min. / Max

Allotypes (n = 11) de P. pseudocoffeae (Miyazaki) (Mizukubo, 1992a)
Allotypes (n = 1) de P. pseudocoffeae (Nagasaki) (Mizukubo, 1992a)
Allotypes (n = 20) de P. gutierrezi (Golden et al., 1992)

Allotypes (n = ?) de P. coffeae (Loof, 1960)
Allotypes (n = ?) de P. loosi (Loof, 1960)

Allotypes (n = 11) de P. panamensis (Siddiqi et al., 1991)

Figure 3.20. Comparaison de la longueur de corps des méales de trois isolats de Pratylenchus
avec celles d’allotypes (males) de différentes espéces morphologiquement proches de P. coffeae.
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1.2.2. Discussion

Différenciation des isolats d ‘apres les descripteurs morphometriques desfemelles:

L’analyse de variance (tableau 3.4) sur les dix variables retenues pour I’AFD montre, a
I’exception de la longueur du stylet (STY) et la position de la vulve (V), des différences
significatives entre les trois isolats. Malgré ces différences significatives observées entre isolats,
la forte variabilité de ces variables au sein de chaque isolat entraine des chevauchements
importants des rangs de valeurs observées pour chacun des isolats (figure 3.16). Les différents
descripteurs morphomeétriques pris isolément ne permettent donc pas de classer tous les individus
des trois isolats de I’étude. De ce fait, ces caractéres ne peuvent étre utilisés séparément a des fins
de diagnose.

En revanche le pseudo-F du premier axe factoriel discriminant est tres supérieur au plus
grand des F calculés pour chacun des dix descripteurs (tableau 3.5) et atteste de la pertinence de
I’AFD pour discriminer les trois isolats étudies par rapport a la simple analyse de variance. Méme
le pseudo-F du second axe reste largement supérieur au plus grand F des descripteurs. De fait,
cette AFD permet un bon niveau de discrimination des isolats Moca, Chamtaca et Chitalon, soit
: 88,9% ; 95,4% et 93,5%, respectivement (tableau 3.8 et figure 3.17). Il faut cependant tenir
compte du fait que I’estimation du nombre d’individus reclassés selon la statistique de
Mahalanobis est biaisée et qu’il en résulte une sous-estimation de ce nombre du fait de la méthode
employée par le logiciel STATITCF, utilisé dans cette etude (Tomassone, 1988 ; Tomassone
etal., 1988).

Les dix descripteurs utilisés pour I’AFD semblent pertinents. Les deux descripteurs
longueur du stylet (STY) et laposition relative de lavulve (V) qui ne montraient pas de différence
significative (P < 0,05) entre les trois isolats selon la simple analyse de variance participent
fortement a I’AFD comme le montrent leurs r2 canoniques respectifs (tableau 3.6). Cela peut
s’expliquer par le fait que pour ces deux descripteurs, la variance inter-isolat qui est utilisée dans
I’analyse de variance simple est faible alors que le rapport variance inter-isolat / variance intra-
isolat qui est utilisé dans I’AFD est élevé.

La pertinence d’utilisation de la longueur du corps dans la discrimination de populations
de Pratylenchus selon leur morphologie est remise en question par différents auteurs. Mizukubo

(1992, a) et Inserra et al. (1998) ne prennent pas en compte ce descripteur dans l’analyse

147



Chapitre 3 : Résultats-Discussion
1. Etudes morpho-anatomiques des isolats de Pratylenchus

multivariée des mesures morphométriques de différentes populations de Pratylenchus spp.
L’ argument avancé par ces auteurs est la dépendance de cette variable vis a vis des conditions
environnementales et en particulier trophiques qui est observée chez de nombreuses especes de
nématodes de vie libre (Arpinetal., 1988) ou phytoparasites avec pour ces derniers une influence
importante de la plante héte : espece parasitée et rythmes phénologiques. L’influence du milieu
sur la longueur du corps a été montré chez P. brachyurus, P. coffeae (Tarjan & Frederick, 1978 ;
Duncan et al., 1998) et P. loosi (Inserra et al., 1996). Dans le cas présent de cette etude, les
individus observés proviennent d’élevages monoxéniques permettant d’avoir des conditions
homogenes du milieu pour les trois isolats étudiés. Il est possible cependant que les rondelles de
carottes utilisées pour I’élevage ne représentent pas la méme qualité de milieu de croissance pour
les différents isolats et ne correspondent donc pas forcément aux conditions optimales de
développement de chacun de ces isolats. Il est possible par conséquent que des biotypes différents
d’une méme espéce présentent des longueurs de corps différentes du fait de la dépendance de ce
descripteur vis a vis du milieu. De plus, I’inoculum initial relativement réduit (environ 200
individus) pour demarrer les élevages pourrait, s’il n’était pas représentatif des populations
naturelles d’origine, entrainer un phéenomene de dérive génétique pouvant s’exprimer au niveau
phénotypique. Le parti a quand méme été pris de conserver la longueur du corps pour I’analyse
morphométrique des isolats de I’étude, maintenus en élevages monoxéniques durant une méme
période car il a été considéré qu’étant donné la quantité de nématodes (200) ayant été inoculés
au départ et ladurée d’élevage préliminaire de 11 mois, les possibilités de dérive génétique étaient
faibles. Mizukubo (1992, a) qui n’utilise pas la longueur du corps (L) utilise cependant la distance
de I’extrémité antérieure au pore excreteur (PEX). Notre étude montre que ce descripteur est
fortement corrélé avec la longueur du corps (tableau 3.3). On peut donc penser qu’il peut étre
autant dépendant des conditions du milieu. 1l en est de méme pour les descripteurs distance de la
partie antérieure a Phémizonide (HZD) et de la partie antérieure a I’hnémizonion (HZN). Ces trois
descripteurs PEX, HZD et HZN ne semblent donc pas plus pertinents que la longueur de corps
L et dans tous les cas ne devraient pas apporter d’information supplémentaire par rapport a ce

descripteur.

Les trois isolats montrent chacun une variabilité importante de leurs descripteurs
morphométriques (tableau 3.2 et figure 3.16). Pourtant, la variabilité ici observée dans chacun
phométriq (tabl 3.2 et figure 3.16). Pourtant, | bilit b d h

des isolats constitue probablement une sous-estimation de la variabilité qui existe au sein des
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populations naturelles. De ce fait, méme en utilisant I’AFD dont la méthode consiste a maximiser
le rapport variance inter-classes sur variance intra-classes (Tomassone, 1988 a et b), il devient
difficile de pouvoir bien différencier les groupes d’individus. Il en résulte une discrimination qui
n’est pas totale entre les trois isolats de I’étude. L’observation d’un certains nombre d’individus
a reclasser selon I’AFD de leurs descripteurs morphométriques, dans un isolat autre que celui
d’appartenance, améne deux questions. Pour les raison décrites precedemment dans ce
paragraphe, y-a-t-il impossibilité de distinguer morphologiquement et totalement ces isolats ou
populations tout au moins avec les descripteurs utilisés du fait de la grande variabilité de ces
derniers? Les isolats ont-ils en commun des individus appartenant a un méme biotype ou une
méme espéce impliquant que dans les trois communautés de nématodes sur lesquelles ont eté

prélevés le isolats cohabitent donc des espéces ou biotypes différents?

En conclusion, I’étude a montré I’importante variabilité des principaux caractéres
morphométriques couramment utilisés pour lataxinomie chez Pratylenchus, ce qui les rend pour
la plupart individuellement inintéressants. Leur utilisation n’a d’intérét qu’en les intégrant a une
étude multivariée, I’analyse factorielle discriminante permettant de plus de maximiser la variabilité
entre groupes étudiés par rapport a la variabilité interne au sein de chaque groupe. Cette analyse
a permis de mettre en évidence des différences significatives entres les trois isolats étudiés.
L’interprétation taxinomique de ces différences morphométrique constatées entre ces trois isolats
n’est cependant pas possible sans études biologiques complémentaires. Des variations
morphologiques intraspécifiques importantes ont été observées entre différentes isolats
geographiques, qu’ils aient été maintenus en élevages monoxéniques ou qu’ils proviennent
directement des populations naturelles parasitant la plante hote comme cela a été montré pour
P. wvulnus (Doucet et al., 1997) ou pour P. scribneri, P. zeae et P. neglectus

(Doucet et al., 1998).

Comparaison des isolats avec quelques populations de référence et problématique de

| ‘origine des isolatspour leur analyse morphométrique

L analyse multivariée a également permis de comparer les isolats étudiés avec d’autres
populations en particulier de paratypes ou topotypes (populations prélevées sur le méme site que

lapopulation paratype ayant servi a la description de I’espece considérée) représentatifs d’especes
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décrites (figure 3.19). La position relative des populations paratypes et autres par rapport aux
valeurs moyennes des isolats de I’étude doit étre néanmoins interprétée avec beaucoup de
prudence. Il n’existe pas de test parfaitement adapté pour conclure sur le rattachement de ces
“individus” supplémentaires a I’un ou I’autre des isolats qui ont participe a la construction des axes
factoriels discriminants (Tomassone 1988, a, b). De plus, la multiplicité des observateurs peut
induire des différences importantes sur les mesures morphométriques. Ces comparaisons ne
doivent donc servir que comme des indicateurs pouvant orienter de futurs travaux comme des

études d’interféconditeé afin de pouvoir réellement statuer sur la position taxinomique des isolats.

La coincidence de la population paratype de P. panamaensis avec le centre de graviteé de
I’isolat Chitalon constitue un indice qui doit orienter vers une étude comparée morphologique et

biologique entre ces deux populations.

Le neotype de P. coffeae prélevé a Java par Sher & Allen (1953) mais dont le statut
taxinomique est a remettre en cause (voir § 1.1.2 de ce chapitre) présente une position limitrophe
entre les isolats Chitalon et Moca. Cela ne permet pas de rapprocher ce spécimen plus a I’un qu’a

I’autre de ces deux isolats.

Pour les autres populations de référence (individus supplémentaires), leur représentation
dans le plan factoriel montre une variabilité intraspécifique importante entre celles supposees
appartenir a une seule et méme espece P. pseudocoffeae ou P. gutierrezi ou P. coffeae.

Les populations de P. coffeae du Japon prélevées sur différentes plantes hétes (Mizukubo,
1992) sont morphologiquement proches entre elles et ont une position centrale dans le plan
factoriel. Quant aux deux populations prélevées sur caféiers en Indonésie (Est de Java) et au
Brésil (Duncan et al., 1999), elles sont tres eloignées I’une de I’autre le long de I’axe 1 du plan
factoriel de I’AFD. Duncan et al. (1999) considérent cependant que la population du Brésil
pourrait comme d’autres populations prélevées sur Citrus dans le méme état de Sao Paolo
appartenir a une espéce différente non décrite. 1l apparait tout de méme une grande variabilité
morphometrique selon les six descripteurs ici utilisés entre les populations supposées appartenir
a P. coffeae provenant d’origines geographiques différentes (Japon et Java) et prélevées sur des
hotes différents. De ce fait aucun des isolats étudiés en particulier ne peut étre préférentiellement

rattaché a cet ensemble de populations ou taxon s’il s’agit effectivement d’une seule et méme
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espece.

Les deux populations paratypes de P. pseudocoffeae décrites par Mizukubo (1992)
apparaissent trés éloignées I’'une de I’autre dans le plan factoriel de I’AFD. Lapopulation prélevée
sur Artemisia a Nagasaki se rapproche du centre de gravité de Chitalon. La population prélevée
sur Chrysanthemum a Miazaki, elle, est limitrophe des nuages de points correspondant aux isolats
Moca et Chamtaca avec une position équidistante de leurs centres de gravités. Elles paraissent
également eloignées des populations de P. gutierrezi et plus rapprochées morphologiquement des
populations de P. coffeae.

Entre les populations de P. gutierrezi, on retrouve également une importante variabilité
morphométriqgue tout au moins entre les deux populations, paratype deécrite par
Golden et al. (1992) et topotype observée par Inserra et al., 1998 et Duncan et al. (1999). La
position trés excentrée (valeurs négatives sur I’axe 1) de la population paratype de P. gutierrezi
semble pouvoir s’expliquer en grande partie par une valeur moyenne de I’indice b trés inférieure
a celles observées pour toutes les autres populations de référence ainsi que pour les isolats de
I’étude. Il faut tenir compte que les mesures morphométriques des ces différentes populations ont
été réalisées par des observateurs différents avec des matériels différents, facteurs qui peuvent
induire des différences importantes sur les résultats des mesures morphométriques (Brown, 1981).
Par ailleurs, Mizukubo (1992, a) préfere ne pas inclure I’indice b dans son étude morphométrique
des populations du complexe P. coffeae du fait de la difficulté rencontrée pour déterminer la limite
oesophage-intestin. Dans la présente étude, I’indice b participe fortement a la discrimination entre
I’isolat Moca et les autres isolats Chamtaca et Chitalon. De fait, on observe que la position de
cette limite oesophage-intestin est invariablement positionnée en face de I’hnémizonide pour les
femelles de I’isolat Moca alors que pour les deux isolats Chamtaca et Chitalon, cette limite
oesophage-intestin est toujours postérieure a I’lhémizonide. 11 n’a pas été trouvé dans la littérature
de telles observations sur cette différence de positionnement relatif de la limite oesophage-
intestin par rapport a I’hémizonide.

Les deux isolats élevés sur rondelles de carottes initialement considérés comme
appartenant a P. gutierrezi mais dont le statut taxinomique est remis en cause par
Duncan et al. (1999) pour les raisons déja décrites dans le § 1.1.2 de ce chapitre, ont une position
éloignée des paratypes et des topotypes sur I’axe 1. Ces deux isolats prélevés sur C. arabica au
Costa Rica et au Guatemala (isolat Buena Vista) apparaissent morphologiquement proches de

I’isolat Moca. L’isolat Buena Vista observé par Duncan et al. (1999) présente toutefois une
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position plus excentrée vers les valeurs supérieures de I’axe 1. Une hypothese serait qu’ayant été
mis en élevage monoxénique depuis déja 9 ans, vine certaine dérive génétique ait eu lieu pour cet
isolat. L’isolat prélevé au Costa Rica, en comparaison, n’a été mis en élevage sur rondelles de
carottes que durant cinq mois avant d’avoir été étudié (Duncan, communication personnelle). On
observe également une différence entre cet isolat et I’isolat initialement prélevé sur caféiers dont
il provient. 1l semble exister pour ces isolats une certaine relation entre le temps d’élevage sur
rondelles de carottes et la position de ces isolats sur I’axe 1. Il pourrait donc exister selon les
résultats de Duncan et al. (1999) un effet positifde I’élevage sur rondelles de carottes sur certains
descripteurs corréelés a I’axe 1 comme la longueur de corps des femelles. Deux facteurs peuvent
intervenir, le premier étant le facteur trophique puisqu’il n” a pratiquement pas d’épuisement des
ressources dans les elevages monoxéniques. Le second facteur & prendre en compte est la
tempeérature qui influence les cycle de développement de ces organismes poikilothermes. Cette
influence de la température sur les caractéres morphométriques et en particulier la longueur des
individus a d’ailleurs été observée pour Pratylenchus brachyurus et P. zeae par Olowe & Corbett
(1984). Les élevages présentent une température beaucoup plus stable (27£1°C pour les isolats
de I’étude) et peut-étre plus optimale que celles rencontrées dans les conditions naturelles, pour
le développement de ces nématodes. Il aurait été intéressant de pouvoir également comparer les
données morphometriques des trois isolats de I’étude au moment du prélévement sur caféiers avec
celles obtenues aprés 11 mois d’élevage sur rondelles de carottes. Des observation
morphométriques devront étre faites dans le temps pour confirmer une éventuelle évolution des

caracteres morphomeétriques.

La discrimination des populations selon leur caractéristiques morphomeétriques pose donc
le probléeme de I’origine des individus étudiés, c’est-a-dire provenant de populations sauvages
directement préleveés sur la plante hdte ou provenant d’élevages monoxéniques. La caractérisation
morphologique a partir d’individus d’une population sauvage, directement prélevée sur la plante
hote permet d’avoir une meilleure représentativité de la variabilit¢ présente au sein de la
population. Par contre les isolats d’élevage proviennent généralement d’un inoculum de départ
assez faible réduisant de fagon considerable la diversité qui pouvait exister dans la population
naturelle d’origine. Cette taille déchantillonnage pourrait avoir un effet fondateur entrainant une
dérive génétique pour des isolats maintenus en élevages sur de longues périodes. Par ailleurs

I’étude des populations sauvages pose un probléme de reproductibilité des mesures effectuées du
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fait de I’influence des facteurs saisonniers sur les paramétres morphologiques par des influences
directes des facteurs climatiques (organismes poukilothermes) ou bien a travers les rythmes
phénologiques des plantes hotes (Tarjan & Frederick, 1978 ; Inserra et al.,, 1996 ;
Duncan et al., 1998). Les conditions d’élevage monoxénique, en I’occurrence les rondelles de
carottes, sont homogénes pour toutes le populations mais ne correspondent pas forcément aux
conditions optimales de développement et de reproduction pour chacune des populations
étudiées, d’un point de vue tropique mais aussi thermique, et de ce fait ne permettent donc pas
forcément a toutes les population d’exprimer leurs potentialités optimales . L’observation
d’individus d’elevages presente par contre I’avantage de permettre s’ils sont menés dans les
mémes conditions (substrat alimentaire, température et dureée) de mettre en évidence des
différences morphologiques uniquement dues a des paramétres intrinséques de chaque isolat. Des
différences morphométriques ont été observées entre différents isolats de Pratylenchus vulnus
élevés sur rondelles de carottes en relation avec leur origine géographique (européennes et
ameéricaines) et/ou I’hdte sur lequel ils avaient été prélevés mais aussi en relation avec certains
paramétres biologiques d’agressivité et de capacité reproductive sur des hybrides
(Prunus pérsica x P. amygdalus) et des porte greffes Malus silvestris (Pinochet et al., 1993,
1994 ; Doucet et al., 1996). Les observations faites sur des individus d’élevage permettent
également de comparer les résultats obtenus dans diverses études si les conditions d’élevage sont
similaires. Enrevanche, d’un point de vue de diagnostic, les études morphométriques réalisées sur
des individus d’élevage posent le probléme de représentativité de I’isolat vis a vis du taxon auquel

il appartiendrait.
Apport de la longueur des méles dans la différenciation des isolats :

Le descripteur longueur de corps des males n’apporte pas d’information supplémentaire
pour la discrimination des trois isolats étudiés par rapport a I’analyse des données
morphométriques des femelles. En effet, le rapport entre longueurs de femelles et males est
similaire pour les trois isolats et de ce fait on retrouve la méme classification avec les méales
qu’avec les femelles selon la longueur de corps. Elle conforte donc la différenciation des trois
isolats selon leurs caracteres morphométriques.

Bien que les longueurs des males des isolats Moca, Chamtaca et Chitalon soient toutes les

trois significativement différents (P<0,05), on observe tout de méme un chevauchement des
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intervalles de confiance a 95% des deux isolats Chamtaca et Chitalon. En revanche I’intervalle de
confiance a 95% de I’isolat Moca est supérieur aux valeurs des intervalles de confiance a 95% des
deux autres isolats. Par comparaison, on observe egalement que les deux quartiles centraux des
données de longueur de corps des femelles de I’isolat sont supérieurs a ceux de des deux autres
isolats.

Il n’est pas possible de conclure quant a la comparaison de la longueur de males des trois
isolats de notre étude avec celles d’autres populations de référence appartenant a différentes
especes. Ne disposant en effet que des valeurs moyennes des populations de référence, il n’est pas
possible de réaliser de tests statistiques. De plus, les isolats étudies proviennent d’élevages sur
disques de carottes in vitro alors que les données morphométriques disponibles pour les males de
populations décrites sont des allotypes donc directement prélevés sur leur héte d’origine. Nous
avons discuté précédemment de cet effet de I’élevage sur les données de longueur du corps pour
les femelles. On remarquera la similitude de distribution des valeurs de ce descripteurs pour les
males des deux populations paratypes de P. gutierrezi et de P. panamaensis toutes deux collectées

sur caféiers (Costa Rica et Panama respectivement).

La caractérisation morphometrique compléte des males devra étre effectuée pour une
caractérisation compléte de ces populations. Les coefficients de variation des parametres
morphométriques des males devront étre comparés avec ceux observés chez les femelles.
L ’analyse multivariée des paramétres morphométriques des males devrait permettre également
de contribuer a la différenciation de ces populations bisexuelles, le niveau de discrimination obtenu

avec les males devant étre comparé avec celui observé pour les femelles.
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1.3. Discussion-conclusion

Différents caractéres morpho-anatomiques des femelles concordent pour dégager une
dichotomie phénétique entre les quatre isolats étudiés en les séparant selon deux groupes avec
d’une part Chamtaca et Chitalon et d’autre part Moca et Buena-Vista. Cette dichotomie

phénétique consiste en :

- Une configuration de I’anneau céphalique des femelles selon Corbett et Clark (1983) de
Type | pour [Chamtaca et Chitalon] et de Type Il pour [Moca et Buena-Vista]. Une

dichotomie semble également exister chez les méles mais elle reste a préciser.

- Un phénotype “majeur” des parties postérieures de femelles de type subcylindrique a
extrémité distale tronquée a largement arrondie pour [Chamtaca et Chitalon] et de type

conoide a extréemité distale pointue a subhémisphérique pour [Moca et Buena-Vista].

- Une position relative de la limite intestin-oesophage postérieure pour [Chamtaca et
Chitalon] et antérieure a I’némizonide [Moca]. Ce critére est cependant présenté avec

réserve car il n’est pas mentionné dans la littérature décrivant les espéces de Pratylenchus.

|| serait intéressant d’aprés cette dichotomie de réviser en détail les femelles qui selon
I’AFD sur dix descripteurs morphométriques des trois isolats Moca, Chamtaca et Chitalon ont été
reclassées dans un autre isolat que celui d’appartenance. C’est en particulier I’observation du
premier anneau cephalique qui, pour les femelles de I’isolat Moca reclassés dans I’un des deux
autres isolats et inversement les femelles des isolats Chamtaca ou Chitalon reclassés dans I’isolat
Moca, permettrait de trancher sur leur appartenance a l'un ou l’autre des deux groupes

phénetiques.

Cette dichotomie peut étre rattachée a celle qui se dégage également selon les mémes
criteres dans les différentes études morphologiques réalisées sur le complexe d’espéces
comportant P. coffeae et les especes morphologiquement proches qui ont déja été mentionnées
(Corbett & Clark, 1983 ; Baujard et al., 1990 ; Mizukubo 1992 a, b ; Goldenetal., 1992 ; Inserra
etal., 1998, Duncan et al., 1999) :
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- le groupe [Chamtaca et Chitalon] se rapprocherait phénétiquement de P. coffeae ou des
populations assimilées comme telles. L’analyse multivariée réalisee sur différents descripteurs
morphométriques et I’observation de la forme générale de lapartie postérieure des femelles ayant
montré une certaines affinité morphologique de ces deux isolats avec P. panamaensis des études

complémentaires doivent étre réalisees.

- le groupe [Moca et Buena-Vista] se rapprocherait du phénotype de P. gutierrezi et
P. pseudocoffeae. Ceci est en accord avec la similarit¢ morphologique observée entre I’isolat
Buena Vista et d’une part deux populations de Floride identifiees comme P. pseudocoffeae et
d’autre part, mais dans une moindre mesure, letopotype de P. gutierrezi du Costa Rica (Duncan
et al., 1999). L’ hypothese d’une conspeécificité ou d’une position taxinomique trés proche de
P. pseudocoffeae et P. gutierrezi avait été envisagée par Inserra et al. (1998). L’étude plus
récente de la séquence D2/D3 de I’ADN ribosomique 28S semble montrer une certaine distance

genétique entre ces populations laissant supposer leur appartenance a des taxons différents.

Cette dichotomie n’a pas été retrouvée dans I’analyse multivariée des descripteurs
morphométrique. Cette derniére, au contraire, révéle un degré de diversité supplémentaire en
permettant de différencier les trois isolats avec un niveau élevé de discrimination. Son
interprétation au niveau taxinomique n’est cependant pas possible sans études complémentaires
au niveau biologique, en particulier sur leur isolement reproductif. La seule étude morphologique
des isolats de Pratylenchus de I’étude ne permet donc pas de statuer sur leur position

taxinomique.
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2. Caractérisation biologique detrois isolats de pratylenchus

2.1.  Mode de reproduction et interfécondité des isolats de Pratylenchus

2.1.1. Résultats

2.1.1.1. Mode de reproduction des isolats

Pour les inoculations d’un seul individu juvénile, aucune descendance n’a été observéee
pour les 20 répétitions de chacun des isolats Moca, Chamtaca et Chitalon (tableau 3.12). Seule

une femelle a été observée pour I’une des répétitions de I’isolat Chitalon.

Concernant les inoculations de deux individus juvéniles les résultats suivants ont été
observés :

- Pour I’isolat Chitalon, 5 des 19 répétitions (26%) ont donné une descendance. Le
sex-ratio moyen obtenu dans ces différentes descendances est de 0,33 soit des proportions
moyennes de males et femelles de 25 et 75% respectivement. La probabilité d’obtenir un couple
male-femelle a partir de [I’inoculum de départ de deux juvéniles est donc
P =2x(0,25x 0,75) = 0,37. Le nombre de répétitions ayant donné une descendance correspond
donc a 71% du nombre théorique de répétitions pouvant contenir un couple.

- Pour I’isolat Moca, 9 des 23 répétitions (39%) ont donné une descendance. Le sex-ratio
moyen obtenu dans ces différentes descendances est de 0,60 soit des proportions moyennes de
males et femelles de 37% et 63% respectivement. La probabilité d’obtenir un couple (méale-
femelle) a partir de I’inoculum de départ de deux juvéniles est donc P =2 x (0,37 x 0,63) = 0,47.
Le nombre de répétitions ayant donné une descendance correspond donc a 83% du nombre

theorique de répétitions pouvant contenir un couple.

Avec les inoculations de dix juvéniles, les deux répétitions réalisées pour les isolats

Chamtaca et Chitalon ainsi que les six répétitions réalisées pour I’isolat Moca ont toutes donné
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Tableau 3.12. Populations finales de nématodes quatorze semaines aprés inoculation de un, deux ou dix
juvéniles, sur rondelles de carotte, a 27°C, pour chaque répétition et pour trois isolats de Pratylenchus.

Nombre de juvéniles inoculés

1 2
Isolats Isolats
Moca Chamtaca Chitalon Moca  Chitalon
n*=20 n=20 n=20 n=23 n= 19
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 1050 1200
0 0 0 1150 2350
0 0 0 1500 2525
0 0 0 3650 4750
0 0 0 3700 30600
0 0 1 9300
17150
24025
29400
Moyenne** 0 0 0 5195 4009
Pourcentage
de répétitions 0 0 0 39 26
avec

reproduction

n = Nombre de répétitions

10
Isolats
Moca Chamtaca Chitalon
n==6 n=2 n=2

500 5000 18400
23217 5417 33950
24600
29350
48750
123300

19218 5208 24994

100 100 100

Moyenne géométrique des populations finales des répétitions avec reproduction des nématodes
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une descendance.

Les populations finales de Pratylenchus (juvéniles, adultes et oeufs) obtenues a partir de
deux ou dix juveniles sont trés variables pour chacun des trois isolats étudiés. Les valeurs
maximales de populations finales observees a 14 semaines pour les isolats Moca et Chitalon a
partir des inoculations de deux juveniles sont similaires et atteignent environ 30 000 nématodes.
A partir des inoculations de dix juvéniles des mémes isolats la population finale maximale de
I’isolat Chitalon est de 34 000 avec deux répétitions seulement. Cette population maximale atteint
12 3000 nématodes pour I’isolat Moca mais avec six répétitions. Pour les deux seules répétitions
d’inoculation de dixjuvéniles qui ont pu étre réalisées pour I’isolat Chamtaca la population finale

est d’environ 5 000 nématodes.

2.1.1.2. Interfécondité entre isolats

Parmi les dix tentatives de reproduction croisée entre un juvénile de I’isolat Chitalon et
unjuvenile soit de I’isolat Moca, soit de I’isolat Chamtaca, aucune descendance n’a été observee

14 semaines apres inoculation.

2.1.2. Discussion

2.1.2.1. Mode de reproduction des isolats

Dans le cas des inoculations de deuxjuvéniles, le pourcentage de répétitions ayant donné
lieu a une descendance est élevé si I’on considere que la reproduction ne s’est faite que par
amphimixie : 70% et 83% du nombre théorique de répétitions pouvant contenir un couple pour
les isolats Chitalon et Moca respectivement. L’obtention de ces descendances a ces taux de
réussite confirment donc la fiabilit¢ du protocole utilisé pour obtenir des croisements par
reproduction sexuée de nématodes inoculés au stade juvénile. Les manipulations réalisées sur les
juvéniles ne semblent donc pastrop perturber leur capacité a pouvoir se développerjusqu’au stade

adulte et a se reproduire.

159



Chapitre 3. Résultats-Discussions
2. Caractérisation biologique des isolats de Pratylenchus

L’obtention systématique de descendances a partir d’inoculations de dix juvéniles pour
les deux répétitions de chacun des trois isolats confirme la viabilité des inoculums pour chacun

des trois isolats.

L "absence totale de descendances a partir d’un seul juvénile renforce la these d’un mode
de reproduction amphimictique obligatoire pour les trois isolats. Ces résultats sont en accord avec
les observations de Radewald et al. (1971b) qui n’ont pas non plus observé de parthénogénese
en inoculant uniqguement des femelles immatures (J4) de P. coffeae sur des plantules de Citrus
jambhiri. De plus cette hypothése est confortée par la présence abondante de males ainsi que la

présence systématique d’une spermathéque pleine chez les femelles ( voir Chapitre 3, § 1.2.1.1).

D’un point de vue quantitatif, lavariabilité du nombre de répétitions entre isolats ainsi que
le forte variabilité des taux de multiplication observés ne permettent pas de mettre en évidence
de différences significatives (P <0,05). Ces résultats ne permettent pas de conclure sur la capacité
reproductive de ces isolats I’'un par rapport a I’autre. Cependant, les taux maximums de
multiplication observeés pour les deux isolats Moca et Chitalon, 14 semaines aprés I’inoculation
de seulement deux juvéniles montrent que leur capacité reproductive sur rondelles de carottes

peut étre élevée a 27°C.

2.1.2.2. Interfécondité entre isolats

L absence de descendances, 14 semaines apres I’inoculation de deux juvéniles provenant
de deux isolats différents : Chitalon x Moca ou Chitalon x Chamtaca va dans le sens de I’existence

d’un isolement reproductifentre I’isolat Chitalon et chacun des deux autres isolats.

Le nombre de dix répétitions réalisées pour chacun des deux croisements est faible.
Cependant, cette absence totale de descendance est a comparer avec les résultats obtenus a partir
des inoculations de deux juvéniles d’un méme isolat Chitalon ou Moca ou respectivement, 26 %
et 39% des répétitions ont donné des descendances. De plus les taux de multiplication ayant été
obtenus a partir des inoculations de deuxjuvéniles d ’'un méme isolat sont élevés ce qui permet une

détection facile des descendances s’il n’y a pas d’isolement reproductif. Du fait du faible nombre
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de répétitions, I’hypothése d’un certain niveau d’ interfécondité ne peut tout de méme pas étre
totalement rejetée. L’obtention d’hybrides FI qui ne seraient pas ou tres peu fertiles pourrait ne
pas étre décelée (eux méme ou leur descendance) du fait de leur faible effectif. Perry et al. (1980)
en croisant les deux espéces morphologiquement tres proches Pratylenchusfallax et P. penetrans
ont obtenu des descendances hybrides FI mais stériles. 1ls montrent ainsi le rapprochement
phylogénétique de ces deux taxons par I’obtention d’une descendance FI mais confirment leur

appartenance a deux espéeces différentes du fait de la stérilité des FI.

Selon le concept biologique de I’espéce (Mayr, 1974 ; Futuyma, 1986 ; Ridley, 1997) cet
isolement reproductif amene I’hypothése selon laquelle les isolats Moca et Chamtaca
appartiendraient a une ou deux espéce(s) différente(s) de celle a laquelle appartient I’isolat
Chitalon. Un plus grand nombre de répeétitions permettraient de confirmer et préciser I’indice
d’isolement reproductifentre ces isolats (Maynard-Smith, 1989). Des observations plus précoces
et suivies dans le temps permettraient de déceler I’éventuelle obtention d’hybrides FI et de définir
leur niveau de fertilité. Pour déterminer si les mécanismes d’isolement reproductifsont antérieurs
ou postérieurs a I’appariement (Futuyma, 1986 ; Maynard-Smith, 1989 ;Ridley, 1996), des études
de tracage visuel des déplacements de nématodes (sur agar par exemple) devraient étre réalisées.
Huettel etal. (1982) ont montré des divergences au niveau du complexe de phéromones sexuelles
entre les femelles des deux biotypes de Radopholus similis prélevées sur Citrus spp. et sur
Musa spp. Cette divergence se traduit pour les males par une absence d’attractivité des femelles
de l’autre biotype aboutissant dans leur étude a I’absence d’appariement. Cette différence

comportementale aboutit dans ce cas a un probable isolement reproductifde ces deux biotypes.

Afin d’éclaircir la position taxinomique relative des différents isolats de I’étude, le
croisement entre les isolats Chamtaca et Moca ainsi que le croisement entre I’isolat Buena Vista
et les autres isolats devront étre testés. Pour tenter d’éclaircir I’appartenance de ces isolats a des
especes déja décrites ou bien nouvelles, des études de croisements beaucoup plus larges devront
étre réalisées en incluant les topotypes des différentes espéces morphologiquement proches et
parasitant ou non les caféiers : P. coffeae (Java), P. gutierrezi (Costa Rica), P. loosi (Sri Lanka),

P. panamaensis (Panama) et P. pseudocoffeae (Japon).
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2.2.  Capacité reproductive des isolats de Pratylenchus sur rondelles de carottes in vitro

en fonction de la température.

2.2.1. Résultats

Influence de la température sur la capacité reproductive :

Les effectifs de nématodes destrois isolats Moca, Chamtaca ou Chitalon observés 40jours
aprés inoculation sont inférieurs & 10 000 nématodes aux trois températures : 24, 27 et 30°C
(figure 3.21). A cette date on n’observe pas de différences significatives (P< 0,05) entre les
tempeératures ou entre les isolats.

Les niveaux de populations observés 65jours apres inoculation (figure 3.22) montrent des
différences significatives de la capacité reproductive (P < 0,001) entre isolats (Moca, Chamtaca
et Chitalon) et entre températures (24, 27 et 30°C).

Les deux isolats Chamtaca et Chitalon présentent des populations finales similaires
(P <0,05) aux trois températures.

A 27 et 30°C, les populations finales de ces isolats Chamtaca et Chitalon sont supérieures
(P <0,05) a celles observées pour I’isolat Moca. A 24°C elles sont similaires (P < 0,05) pour les
trois isolats.

Pour les isolats Chamtaca et Chitalon les populations finales observées a 27°C sont
supérieures (P <0,05) a celles obtenues a 24°C. Bien qu’il n’y ait pas de différence significative
(P <0,05) entre les populations observées aux deux températures 27 et 30°C, on observe tout
de méme pour ces deux isolats une tendance selon laquelle les populations finales a 27°C sont
supérieures a celles observées a 30°C.

Pour I’isolat Moca, les populations finales a 24 et 27°C ne sont pas différentes (P < 0,05)
alors que les populations finales observées a 27°C sont supérieures a celles obtenues a 30°C.

Du fait de cette différence de comportement entre I’isolat Moca et les deux autres vis-a-vis
de latempérature, il apparait une interaction significative (P <0,001) entre les deux facteurs isolat
et temperature sur la capacité reproductive. Cette interaction ne contribue cependant que pour

19,5% a la variabilité totale observée.
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Figure 3.21. Capacité reproductive de trois isolats de Pratylenchus en fonction de la température.
Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman & Keuls (P <0,05). NS = non significatif (P <0,05). (Elevages monoxéniques sur
rondelles de carottes in vitro ; inoculum initial = 50 nématodes)



Tempeérature (°C)

MOCA — 1 — CHAMTACA = - # — CHITALON

Figure 3.22. Effet de la température sur la capacité reproductive de trois isolats de Pratylenchus, 65 jours
aprés inoculation de 50 nématodes (Elevages monoxéniques sur rondelles de carottes invitro). Les
moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman &
Keuls (P s 0,05).
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Influence de la température sur le sex-ratio (figure 3.23) :

Le sex-ratio n’est pas corrélé aux niveaux de populations observe dans les rondelles de
carottes (P <0,05).

Pour I’isolat Moca, le sex-ratio diminue de moitié, lorsque la température augmente de
24 a 30°C, avec des valeurs de 1,2 et 0,6 respectivement.

Pour P’isolat Chitalon, le sex-ratio suit une évolution inverse entre 24 et 30°C en
augmentant d’une valeur de 0,6 a 1,1 environ.

Pour Pisolat Chamtaca, le sex-ratio semble peu influencé par la température dans la
gamme étudiée de 24 a 30°C avec des valeurs de 0,6 et 0,9 environ.

A 27°C, les trois isolats présentent un indice andrique similaire d’une valeur de 0,9

environ.

Influence de la température sur laproportion dejuvéniles et d ‘oeufs :

La proportion de juveniles et d’oeufs observée dans les populations des trois isolats , 65
jours apres inoculation n’est pas corrélée aux niveaux de populations observées dans les rondelles
de carotte (P <0,05).

Cette proportion est similaire pour les isolats Chamtaca et Chitalon. Celle-ci varie entre
75% et 85% et semble peu influencée par la température dans la gamme testée de 24 a 30°C

(figure 3.24).

A 24 et 27°C la proportion de juvéniles et d’oeufs de I’isolat Moca est similaire aux
valeurs observées pour les isolats Chamtaca et Chitalon. Par contre celle-ci chute de 27 a 30°C

pour passer d’une valeur d’environ 85% a 65%.

2.2.2. Discussion

Influence de la température sur la capacité reproductive :

Les deux isolats Chamtaca et Chitalon présentent une capacité reproductive similaire

aux trois temperature testées et un optimum thermique autour de 27°C. Pour ces deux isolats, la
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MOCA
CHAMTACA
CHITALON

Température (°C)
Figure 3.23. Effet de la température sur le sexe-ratio de trois isolats de Pratylenchus en
conditions d’élevage monoxenique sur disques de carotte in vitro. Chaque point représente
la moyenne des sexe-ratios observés dans les différentes répétitions a 40 et 65 jours apres
inoculation de 50 nématodes.

Température (°C)

Figure 3.24. Effet de la température sur la proportion de juvéniles et d’oeufs dans les populations de
trois isolats de Pratylenchus en conditions d’élevage monoxénique sur disques de carotte in vitro, 65
jours apres inoculation de 50 nématodes. Pour chaque point la proportion de juveniles et d’oeufs est
calculée par le rapport des sommes de toutes les populations de juvéniles et d’oeufs et de populations
totales obtenues pour chaque isolat a chaque température.
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capacité reproductive sur rondelles de carottes a 30°C tend a étre supérieure a celle observée a
24°C méme s’il n’a pas été possible de mettre en évidence une différence significative (P<0,05).
Il est donc probable que I’optimum thermique soit plutt au dessus qu’en dessous de 27°C. En
effet, lacourbe de réponse du métabolisme général des nématodes vis-a-vis de latempérature tend
généralement a étre dissymétrique avec une chute rapide de cette variable au dela de I’optimum
thermique alors qu’en deca, sa croissance est plus progressive (Womersley et al., 1998). C’est
ce genre de réponse qu’ont observé Fallas & Sarah (1995) pour la capacité reproductive de
Radopholussimilis dans des conditions similaires d ’élevage. Les mémes auteurs ont observé pour
ce parasite des bananiers un optimum thermique plus éleve autour de 30°C. Castillo et al. (1995)
ont observé le méme type de courbe de réponse de la capacité reproductive de P. thornei a la
température, également sur rondelles de carottes in vitro. Son taux de multiplication augmente
progressivement jusqu’a un optimum situé autour de 25°C puis au dela, ce taux chute
brutalement. Herve (1997) qui a étudié la capacité reproductive de I’isolat Chitalon a également
observé un taux maximum de multiplication a 27°C avec une brusque chute de celui-ci lorsque
latempérature descend a 24°C ou augmente a 30°C. Cet auteur montre que la temperature limite
maximale est proche de 32°C et que le degré zéro de développement est inférieur a 22°C. Le taux
de multiplication de P. coffeae sur racines de Citrusjambhiri a 29,5°C est supérieur a ce qu’il
est a 26 et 32°C (Radewald et al., 1971). De méme, P. coffeae prélevé sur Dioscorea rotundata
(Puerto Rico) montre sur racines de Glycine max, une multiplication plus importante a 30°C qu’a
25 et 35°C (Acosta & Malek, 1979). Ces deux derniéres études montrent que la capacité
parasitaire de P. coffeae est pratiguement nulle a 35°C mais il n’est pas indiqué dans ces études
s’il s’agit de I’absence de pénétration due & une moindre activité du nématode ou d’une absence
de multiplication dans la plante. L’optimum thermique au niveau du sol pour la pénétration et
reproduction de P. coffeae sur Solanum tuberosum est compris entre 25 et 28°C (Yokoo &
Kukoda, 1966). La variabilité des optimums thermiques observés dans ces différentes études est
intéressante a noter. Différents travaux ont montré que I’effet de la température sur la capacité
reproductive chez le genre Pratylenchus ne dépend pas seulement du nématode étudié mais plut6t
de I’interaction nématodes-héte. C’est ce qui a été observé pour P. loosi avec différents clones
de Camellia sinensis (Sivapalan & Gnanapragasam, 1975). Des observations similaires ont
également eté faites par Dickerson (1979) pour P. scribneri et P. alleni ainsi que par Mizukubo

& Adachi (1997) pour P. penetrans, sur différents hotes.
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L’isolat Moca présente une capacité reproductive inférieure (P<0,05) a celle que
présentent les deux autres isolats a 27 et 30°C. L’influence de la température sur sa capacité
reproductive apparait également différente par rapport aux deux autres isolats. Celle-ci est
similaire a 24 et 27°C (P< 0,05). L "optimum thermique se situe donc probablement entre ces deux
températures. La capacité reproductive de cet isolat est par contre significativement inférieure a
30°C (P<0,05). Il faut cependant tenir compte du fait que seul un faible nombre de répétitions
avait pu étre observé a lafin de I’expérience (65 jours aprés inoculation) pour cet isolat et a cette
température du fait d’importantes contaminations fongiques et bactériennes. Ces contaminations
affectent plus cet isolat Moca qui présente a 30°C, une multiplication faible et tres inférieure a
celle des deux autres isolats (P<0,05). Le faible nombre de répétitions observées, les écarts
relativement importants entre les trois températures testées avec des écarts de £ 1°C ainsi que la
faible capacité reproductive de cet isolat ont probablement contribué a la difficulté de déceler un
optimum thermique. Des conditions mieux contr6lées (faibles variations de température) et une
gamme de températures avec des pas plus courts sont nécessaires pour identifier I’optimum
thermique de cet isolat. La capacité reproductive de I’isolat Buena Vista (voir chapitre 2. § 1.1.)
morphologiquement proche de I’isolat Moca comme décrit antérieurement (premier anneau
céphalique et extrémité distale des queues de femelles) a été étudiée par Pinochet et al. (1995).
Dans les mémes conditions (rondelles de carotte in vitro), ces auteurs estiment que I’optimum
thermique est supérieur & 25°C qui constituait la température maximale testée dans leur étude.
Hervé (1997) qui a également étudié I’isolat Buena Vista a 24, 27 et 30°C observe pour cet
isolat ainsi que pour un autre isolat prélevé sur C. arabica au Salvador un taux maximum de
multiplication & 27°C comme pour I’isolat Chitalon. Cependant tout comme pour I’isolat Moca
dans notre étude, I’optimum thermique pour la capacité reproductive de I’isolat Buena Vista et
celui du Salvador semble se situer entre 24 et 27°C. De plus, Hervé (1997) montre que ces deux
isolats ont une capacité reproductive beaucoup plus faible que celle de I’isolat Chitalon a 24, 27
et 30°C, en accord avec les différences observées entre les isolats Moca et Chitalon de cette
étude.

La croissance des populations de P. loosi sur Camellia sinensis est maximum entre 18 et
24°C tandis qu’une température de 30°C entraine une diminution importante de la capacité
parasitaire de ce nématode (Silvapalan & Gnanapragasam, 1975) ; Gnanapragasam, 1982 ;

Gnanapragasam & Manuelpillai, 1984). En accord avec les observations précédentes, Hutchinson
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& Vythilingam (1963) ont observé un optimum thermique d’environ 18-20°C pour P. loosi.
D’apreés ces différentes données, les trois isolats de I’étude auraient donc un optimum thermique
supérieur a celui de P. loosi. Cette etude met donc en évidence une différence biologique
importante entre les trois isolats de I’étude et P. loosi, espece a laquelle a été assimilé I’isolat
Buena Vista (Anzueto & Sarah, 1992 ; Mohotti, 1998). On rappellera ici que cet isolat Buena
Vista avait présenté, selon les travaux d’Hervé (1997), un comportement en fonction de la
température, semblable a celui observé pour I’isolat Moca dans cette étude ainsi qu’une

configuration du premier anneau céphalique similaire a celle de ce méme isolat Moca.

Pour cet isolat Moca, il semble exister une contradiction entre les observations a 27°C de
cette étude et celles de I’étude précédente sur le mode de reproduction des isolats également
conduite sur rondelles de carottes in vitro en micro-boite de Pétri a 27°C. Dans cette étude sur
la capacité reproductive les populations finales de I’isolat Moca sont trés faibles par rapport a
celles observees pour les deux autres isolats. En revanche dans I’étude précédente sur la
reproduction, les populations finales maximales de I’isolat Moca obtenues a 105 jours étaient
similaires a celles observées pour I’isolat Chitalon apres inoculation de deux juvéniles et méme
supérieures dans le cas dix juvéniles inoculés. Il est possible que 105 jours aprés inoculation les
conditions n’étaient plus favorables pour la multiplication de I’isolat Chitalon dont la capacité
reproductive est élevée alors que les populations de I’isolat Moca n’auraient pas encore épuisé

les ressources alimentaires.

Ces résultats apportent quelques informations quant aux exigences thermiques des
élevages monoxéniques des isolats de Pratylenchus étudiés. Il semble qu’une température autour
de 27°C soit bien adaptée pour une multiplication optimale des trois isolats sur rondelles de
carottes invitro. Dans un but de maintien en collection de ces isolats, il est préférable de diminuer
la température autour de 24°C voire en dessous. Cette température permet ainsi un allégement
des manipulations d’entretien de ces élevages en diminuant lafréquence de repiquage des élevages
de nématodes. L’utilisation de mini-boites de Pétri sans agar apporte une amélioration non
négligeable par rapport aux flacons de verre (annexe 5) en permettant un gain d’espace et en
permettant de s’affranchir de I’usage de I’agar et de la nécessité de disposer les rondelles de

carottes suspendues entres les parois et du méme coup un gain de temps appréciable en évitant
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les manipulations de préparation du gel et de disposition des carottes en suspension au dessus de

I’agar.

Influence de la température sur le sex-ratio:

Si le sex-ratio de I’isolat Chamtaca n’est pas influencé par la température dans la gamme
étudiée, en revanche il semble I’&tre pour les deux autres isolats mais de fagon inverse pour 1’un
et I’autre de ces isolats. L’augmentation de le sex-ratio de I’isolat Chitalon avec la température
est en accord avec les résultats de Radewald et al. (1971). Ces auteurs observent une
augmentation de la valeur de le sex-ratio de P. coffeae dans les racines de Citrusjambhiri aux
plus fortes températures testées : 0,6 a 24°C ; 0,4 a 26°C ; 0,6 a 29,5°C et 1,1 a 32°C. En
revanche aucun exemple de diminution de le sex-ratio tel que présenté par I’isolat Moca n’a pu

étre trouvé dans la littérature.

Le déterminisme de la différenciation sexuelle chez P. coffeae est supposé étre génétique
avec I’existence de chromosomes sexuels spécialisés du type XX-XY, le male étant le sexe
hétérogametique (Voir chapitre Introduction § 2.4.1.2.). De ce fait, I’effet de la température sur
le sex-ratio pourrait résulter d’une action différentielle de ce facteur sur le développement ou la
mortalité des deux sexes et/ou desjuvéniles dont la différenciation sexuelle a probablement déja

eu lieu au moment de I’embryogénése (Leroi & Jones, 1998).

Influence de la température sur laproportion dejuvéniles et d ‘oeufs :

Seul I’isolat Moca montre une forte variation de la proportion d’oeufs et de juvéniles en
fonction de la température dans la gamme étudiée avec un baisse importante de celle-ci a 30°C
par rapport a 24 et 27°C.

Cette proportion est analysée dans sa globalité car laméthode d’extraction des nématodes
par bullage ne permet pas de recupérer tous les oeufs. De plus, il est possible qu’une importante
proportion d’oeufs éclosent pendant les cingjours de bullage que dure I’extraction des nématodes.
Lesdonnées de I’étude ne permettent pas de préciser quelles sont les influences de latempératures

sur les différents stades physiologiques. Cette proportion de juvéniles et d’oeufs est la résultante
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de nombreux parametres biologiques de la population : indice andrique, taux de fécondité des
femelles, taux d’éclosion des oeufs, taux de mortalité des juvéniles suivant le sexe, taux de
mortalité des adultes suivant le sexe. Mizukubo & Adachi (1997) ont montré que la fécondite des
femelles de P. penetrans augmentait de 17°C a 30°C mais c’est également a 30°C que ces auteurs
observaient le taux de mortalité maximum pour les juvéniles.

Néanmoins cette proportion d’oeufs et de juvéniles peut étre considéree comme un
indicateur de croissance des populations. De ce f ait, Ces résultats sur laproportion d’oeufs et de
juvéniles, en accord avec I’allure des courbes de croissance de populations aux différentes
températures (figure 3.21 et figure 3.22) confortent I’hypothése d’une plus grande sensibilité de
I’isolat Moca aux fortes températures, au moins a partir de 30°C par rapport aux deux autres

isolats.

Des expérimentations complémentaires devront donc étre réalisées pour étudier avec plus
de précision I’influence de latempérature sur le cycle biologique de ces populations : /) avec un
meilleur contrdle de latempérature (en eau thermorégulée par exemple) ; i7) avec une gamme plus
ample de températures testées (pour le moins : 24-32°C) et enfin iii) avec des pas de températures

plus courts, si possible de I’ordre du degré Celsius dans la partie médiane de la gamme testée.
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2.3. Etude comparée des relations hote-parasite des isolats de Pratylenchus sur

C. arabica et C. canephora

2.3.1. Dynamique de pénétration des isolats dans les racines de Coffea spp.

2.3.1.1. Résultats

Dynamique de pénétration des isolats Moca, Chamtaca et Chitalon sur C. arabica

cv. Catuai :

Comparaison de la dynamique de pénétration entre les trois isolats :

Les trois isolats Moca, Chamtaca et Chitalon présentent chacun une dynamique

d’infestation différente sur racines de plants de Catuai (figure 3.25).

Dans le cas de I’isolat Chitalon, I’infestation des racines par les nématodes s’effectue
presque totalement durant les premiéres 24 heures aprés inoculation. En effet, la population de
nématodes ayant pénétré dans les racines des plantules de Catuai n’augmente plus aprés 24
heures. L’effectifmoyen de nématodes ayant pénétré est d’environ 100 nématodes par plant soit
environ 33% de lapopulation inoculée. Sur certaines plantules de caféier, des taux de pénétration

d’environ 66% ont été observés 48 heures aprés inoculation.

Pour I’isolat Moca la pénétration des individus est plus lente. Jusqu’a 24 heures apres
inoculation, le nombre de nématodes ayant pénétré dans les racines n’est que de cing individus
par plant. Ce nombre augmente ensuite rapidement et de fagon presque linéaire jusqu’a 96 heures

apres inoculation. Les effectifs de nematodes de I’isolat Moca ayant pénétré 48 et 96 heures apres
inoculation ne sont pas significativement différents (P< 0,05) de ceux observés pour I’isolat

Chitalon. A 96 heures, 70 nématodes ont pénétré dans les racines soit 23% de la population

inoculée.
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Figure 3.25. Dynamique de pénétration de trois isolats de Pratylenchus surjeunes plantules de
C. arabica cv. Catuai (stade cotylédonaire) apres I’inoculation de 300 nématodes. Pour chaque
date, les moyennes géométriques suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement
différentes (P < 0,05). Les effectifs de nématodes ont été log[X+I] transformés pour leur analyse,
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Pour I’isolat Chamtaca, I’infestation du systeme radiculaire est tres lente mais les effectifs
de nématodes ayant pénétré sont en augmentation. A 96 heures aprés inoculation, un effectif
moyen de seulement 15 nématodes est observé par plant environ, soit 5% de la population
inoculée. Ces effectifs sont significativement inférieurs a ceux observes pour les deux autres

isolats Chitalon et Moca (P< 0,05).

Répartition des nématodes dans le systéme radiculaire de C. arabica cv. Catuai :

La pénétration des nématodes dans les racines des jeunes plantules de C. arabica s’est
opérée sur I’ensemble du systeme radiculaire, dans les racines latérales et le pivot (tableau 3.13 ;

figures 3.26).

Dans le pivot, la pénétration des nématodes au niveau du tiers inférieur est
significativement (P <0,01) plus élevée que la pénétration observee dans chacun des deux tiers
supérieurs, pour les isolats Moca et Chitalon. Pour [I’isolat Moca, cette différence est tres
marquée avec plus de 80% des pénétrations de nématodes qui ont lieu au niveau du tiers inférieur
du pivot. Le tiers inférieur du pivot présente pourtant significativement (P < 0,05) moins de
ramifications en racines latérales, six en moyenne, que les deux autres tiers pour chacun desquels
émergent en moyenne dix ramifications. Pour les trois isolats, la proportion de pénétrations dans
le tiers supérieur du pivot est inférieure a 10% mais n’est pas significativement différente

{P <0,01) de celle observée pour le tiers médian.

Au niveau des racines latérales, les extrémités proximales (zone immédiate a lajonction
avec le pivot) et distales (région de croissance comprenant la zone méristématique, la zone
d’élongation et la zone de différenciation, c’est-a-dire, le début de larégion des poils absorbants)
chacune d’une longueur d’environ 2 mm contiennent toutes deux des concentrations importantes
de nématodes (figures 3.26 et 3.27). Au niveau de la région de croissance des racines, les
nématodes ont été observés surtout dans la zone d’élongation et peu dans la zone méristématique
(figure 3.27). Pour les isolats Moca et Chamtaca, les proportions de nématodes ayant penétré
dans les racines latérales au niveau de I’'une ou l’autre des deux extrémités ne sont pas

significativement (P < 0,05) différentes de celles observees au niveau de la partie médiane (30%)
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Tableau 3.13. Effectifs de nématodes de trois isolats de Pratylenchus ayant pénétré dans les différentes parties du systéme radiculaire de jeunes plantules
de C. arabica cv. Catuai, a 24, 48 et 96 heures aprés inoculation de 300 nématodes.

Racines latérales Pivot
Temps apreés Zone Etage (Tiers) rascﬁcs:tlje{;ie
Isolat inoculation proximale  médiane distale Somme inférieur médian supérieur somme entier
24 H 14 0,2 04 2,0 6,2 0,0 0,4 6,6 8,6
48 H 10,2 13,6 12,2 36,0 17,2 0,0 0,0 17,2 53,2
Moca 9% H 21,0 23,4 134 57,8 19,0 2,8 18 23,6 81,4
Répartition moyenne 33% 34% 33% 91% a 3% Db 6% b
sur les 3 dates (en %) F (2,36) = 0,01 ;P =0,992 (NS) F (2,33) = 218,35 ;P =0,000 **
24 H 1,0 13 2,8 5,0 4.8 0,0 0,3 50 10,0
48 H 1,0 25 53 8,8 4.8 25 0,3 75 16,3
Chamtaca 9% H 2,2 33 6,0 115 3,0 2,8 0,6 6,3 17,8
Répartition moyenne 23% 30% 47% 64% a 30% b 6% b
surles3dates (en %) F(236)= T  =0,223 (NS) F(2,21) =535 ;P-=0,013 *
24 H 61,4 12,0 124 85,8 6,2 18 7,0 15,0 100,8
48 H 38,2 4.8 20,4 63,4 23,4 34 9,4 36,2 99,6
Chitalon 9% H 28,6 12,8 16,2 57,6 30,3 159 4,7 50,9 108,5
Répartition moyenne ~ 54% a 21% b 25% b 44% 16% 40%
surles3dates €N %) £ (5 49) =852 - 0,001** F(42)-21 £=0,078 (NS)

- Les valeurs de F et P correspondent a I’analyse de variance des pourcentages de nématodes sur I’ensemble des trois dates d’observation (I’interaction “zone de
racine*date d’observation” n’est pas significative; P< 0,05) pour chaque isolat et pour chacune des deux types de racines: racines latérales et pivot.

- Les moyennes de répartition des nématodes suivies d’une méme lettre pour chaque isolat ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman et Keuls
(P< 0,05). NS: Pas de différence significative (P< 0,05)
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Figure 3.26. Répartition en % des Pratylenchus ayant pénétré dans les différentes parties des racines
de jeunes plantules de C. arabica cv. Catuai, 96 heures aprés inoculation de 300 nématodes. Les
proportions attribuées d’une méme lettre ne sont pas différentes selon letest de Newman &

Keuls (P < 0,05). NS = non significatif (P < 0,05).



Figure 3.27. Racines latérales écrasées de jeunes plantules de C. arabica cv. Catuai parsitées par
Pratylenchus sp. (Isolat Chitalon), 96 heures aprés inoculation. A : Infestation en masse dans la zone
de jonction avec la racine pivotante ; B : Infestation en masse dans la zone d’eélongation avec présence
de quelques nématodes dans la région méristématique. C et D : agrégats de nématodes dans le

parenchyme cortical.
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et ceci indépendamment de la date d’observation (interaction non significative : P <0,05). Dans
le cas de I’isolat Chitalon, la proportion de nématodes ayant pénetré dans les racines latérales au
niveau de la zone de jonction est significativement supérieure (P <0,01) a celle observée au
niveau de la partie médiane (22%) ou de I’extrémité distale (28%). Ces deux zones médiane et
distale ne montrent pas pour cet isolat Chitalon de différences significatives (P < 0,05) quant a
la proportion de nématodes y ayant pénétre.

Il faut cependant tenir compte de lalongueur des difféerentes portions des racines latérales.
La longueur de chacune des deux extrémités des racines latérales (environ 2 mm chacune) est tres
inférieure a celle de la partie médiane qui est en moyenne de 25 mm (20-50 mm). Le nombre de
nématodes ayant pénétré par unité de longueur de racines au niveau des deux extrémites est donc
trés supérieur a celui qui est observe au niveau de la partie médiane (figure 3.28).

Il est difficile de comparer les densité linéaires de nématodes entre les racines latérales et
la racine pivotante car elles ne présentent pas les mémes diameétres. Pour cette raison, la densité

linéaire entre les trois tiers de la racine pivotante, de méme longueur, n’est pas représentée.

L’observation des racines apres inoculation montre presque toujours des agrégats de

nématodes d’effectifs variables (figure 3.27). Peu d’individus isolés sont observés dans les racines.

Structure de la population infestante :

Dans quelques cas favorables d’observation, on a décelé la présence de juvéniles de
differents stades ainsi que d’adultes des deux sexes. La présence de quelques ceufs a également
été observée dans des racines de plants des 24 heures aprés inoculation de nématodes de I’isolat
Chitalon et Moca. Cette méthode d’écrasement des racines n’a cependant pas permis d’identifier
avec fiabilité ni le stade de développement ni le sexe dans le cas des adultes de la plupart des
individus observés dans les racines. Cela est di en particulier a une importante lignification des
tissus méme pour les racines les plus jeunes. Il n’a donc pas été possible de quantifier les
proportions des différents stades de développement, ni le sex-ratio des populations de nématodes

ayant pénétré dans les racines.
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Figure 3.28. Densités de Pratylenchus par mm linéaire de racines dans les différentes parties des racines
latérales de jeunes plantules de C. arabica, 96 heures apres inoculation de 300 nématodes.

120
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Moca /Catuai Chitalon / Catuai Moca/Nemaya  Chitalon / Nemaya

Figure 3.29. Dynamique de pénétration de deux isolats de Pratylenchus sur jeunes plantules (stade
cotylédonnaire) de C. arabica cv. Catuai et de C. canephora cv. Nemaya ; 24,48 et 96 heures apres
I’inoculation de 300 nématodes.
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Dynamique de péneétration des deux isolats Moca et Chitalon sur C. canephora

cv. Nemaya :

Pour lesisolats Moca et Chitalon, les effectifs de nématodes ayant pénétré dans les racines
de Nemaya sont quasiment nuls aux trois dates d’observation. Seule la présence de quelques
individus a pu étre decelée (figure 3.29). La différence d’effectifs de nématodes ayant pénétré
dans les racines de Nemaya et de Catuai est hautement significative (P < 0,001) aux trois dates
et pour les deux isolats. Le taux moyen de pénétration par rapport a Tinoculum de départ, 96
heures aprés I’inoculation, est inférieur & 1% sur plantules de Nemaya quel que soit I’isolat

considéré.

Quelques aspects histopathologiques de Vinfestation des racines de C. arabica

cv. Catuai et C. canephora cv. Nemaya par Pratylenchus :

Observations des infestations sur C. arabica (figure 3.30):

i Localisation dans les tissus : au niveau de I’épiderme, des déchirures importantes sont
parfois observées. Il arrive parfois cependant que I’épiderme reste intact malgré I’observation de
nématodes ou de lésions dans le parenchyme cortical sous-jacent. Des cavités dues a la
progression des nématodes sont observées dés les couches cellulaires de I’exoderme. Les cavités
les plus importantes sont observées au niveau du parenchyme cortical. Les lésions s’élargissent
parfois avec un décollement complet du cortex. Aucune attaque du cylindre central n’a été décelée
pour lesobservations réalisées 96 heures aprés inoculation de I’isolat Chitalon. L’observation dans
certains cas de tunnels causés par le cheminement des nématodes dans le parenchyme cortical
montre méme un contournement de I’endoderme par les nématodes.

Les coupes transversales de racines pivotantes au niveau des émergences ou ramifications
de racines latérales ont révélé de nombreuses pénétrations au niveau de la rupture d’épiderme
entre la racine pivotante et la racine latérale. Le nématode semble alors se déplacer le long de
I’épiderme résiduel de la racine latérale pour atteindre le parenchyme cortical de la racine
pivotante. D ’autres observations montrent que méme a partir de pénétrations plus distales dans

les racines latérales, un certain nombre de nématodes semble également se diriger vers la racine
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Figure 3.30. Vues en coupe de racines de plantules C. arabica parasitées par Pratylenchus sp.
(Isolat Chitalon). A : Coupe longitudinale d’une racine latérale montrant plusieurs lésions. B :
cavité auniveau de I’exoderme laissée par la migration des nématodes. C : lésions au niveau du
parenchyme avec contournement de I’endoderme ; D : nématode en coupe dans le parenchyme d’une
racine latérale pres de son émergence migrant vers la racine pivotante ; E -F : lésions laissées par
la pénétration des nématodes au niveau de la rupture d’épiderme dans la zone d’émergence d’une
racine latérale, ma : matériel d’origine animale coloré en bleu (protéines) ; epc : épaississements
des parois pecto-cellulosique ; rc : réduction cytoplasmique des cellules adjacentes aux Iésions.
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pivotante pour en atteindre le cortex.

2. Modifications structurales des tissus parasités par Pratylenchus : des modifications
cellulaires sont observées dans les couches de cellules au voisinage des Iésions occasionnées par
la progression des nématodes. Des épaississements de la lamelle moyenne des parois
pectocellulosiques sont constatés chez les cellules parenchymateuses des couches adjacentes aux
Iésions. Des réductions de volume cytoplasmique sont également observées chez certaines cellules
proches des lésions. Autour de certaines Iésions du cortex, des divisions cellulaires interviennent
en nombre important, attestant d’une reaction de la plante avec tentative de reconstruction des

tissus désorganises.

Observations des infestations sur C. Canephora cv. Nemaya (figure 3.31 et 3.32):

Les racines de plantules du cv. Nemaya révelent une structure histologique classique.
Aucune différence fondamentale dans la structure et I’organisation des tissus n’a été decelée entre
les racines des jeunes plantules des deux cultivars Catuai et Nemaya. (\Voir chapitre 1. § 1.4).
Malgré la quasi absence d’observations de nématodes dans les racines écrasées de Nemaya,
quelques individus de Pratylenchus de I’isolat Chitalon ont pu étre observés sur les coupes
réalisées avec des racines de ce cultivar. Une coupe transversale de tres jeune racine latérale
encore en croissance primaire a révélé I’'infestation d’un groupe d’individus en position
longitudinale par rapport a I’axe de la racine. On peut y voir le positionnement intracellulaire de
la plupart des individus dans le parenchyme. Certains individus sont cependant observés dans
I’espace intercellulaire. 1l n’apparait pas de modifications structurales majeures dans les tissus
parasités par Pratylenchus. Desréactions au niveau du cambium ont cependant été observées avec
semble-t-il une accelération du processus de lignification sur la partie externe du cylindre central
en face d’une lésion importante au niveau du parenchyme cortical. La racine pivotante et les
racines latérales du cultivar Nemaya montrent aprés ecrasement de nombreuses gouttelettes de
coloration jaune caractéristique de certains composés phénoliques. Certaines cellules encore
intactes ont I’aspect caractéristique des idioblastes connus pour leur réle de stockage de composés
phénoliques. Leur contenu vacuolaire apparait coloré enjaune. La présence de telles cellules ou

de gouttelettes de composés phénoliques n’a pas été observée dans les racines de Catuai.
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Figure 3.31. Coupes transversales de racines de jeunes plantules de C. canephora cv. Nemaya.
A :racine pivotante saine avec émergence d’une racines latérale ; B : racine latérale montrant
un processus de lignification au niveau du cambium en face d’une lésion occasionnée par
Pratylenchus sp. (Isolat Chitalon) ; C-D : jeune racine latérale parasitée par plusieurs
Pratylenchus sp.(isolat Chitalon) positionnés dans I’espace intra- et interellulaire.

Figure 3.32. Vues de racines latérales de jeunes plantules de C. canephora cv. Nemaya, écrasées
sur lame. A : gouttelettes de composés phénoliques ; B : cellules intactes du parenchyme avec leur
vacuole contenant des composés phénoliques de couleur caractéristique jaune.
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2.3.1.2. Discussion

Comparaison de la dynamique de pénétration des isolats sur C. arabica cv. Catuai :

Les isolats Moca, Chamtaca et Chitalon, montrent chacun un comportement différent dans
leur dynamique de pénétration dans les racines de Catuai. Les racines de plantules de ce cultivar
apparaissent trés attractives pour I’isolat Chitalon qui de plus montre une apparente facilité pour
infester ces racines. En revanche, bien qu’également prélevé sur caféiers, il semble que ces
plantules de Catuai soient peu attractives pour I’isolat Chamtaca et/ou que cet isolat ait une
certaine difficulté a pénétrer dans ces racines. Cependant, il semble que I’existence de barrieres
physiques aux pénétrations de nématodes en général ne soit pas efficace contre I’action combinée
de la pénétration du stylet et de la libération d’enzymes par le nématode (Kaplan & Keen, 1980).
Il pourrait donc s’agir en effet d’une moindre attractivité des plantules de Catuai vis-a-vis de cet
isolat Chamtaca comparativement aux deux autres isolats. L’isolat Moca montre une dynamique
de pénétration intermédiaire. Le nombre de nématodes appartenant a cet isolat Moca et ayant
pénetré 96 heures aprés inoculation atteint presque les effectifs observes avec I’isolat Chitalon,
c’est-a-dire presque 70% des nématodes inoculés. On peut penser que ce nombre correspond en
moyenne au nombre maximum de nématodes inoculés susceptibles d’infester les racines, les autres
ayant été lésés par la manipulation ou entrainés par I’eau de la suspension d’inoculation. En
conditions naturelles ou I’inoculum peut étre considéré comme presque infini, on peut supposer
que dans des conditions similaires de température avec un inoculum de taille illimitée le nombre
de nématodes de I’isolat Chitalon infestant les racines de caféiers resterait toujours supérieur au
nombre observé avec I’isolat Moca tout au moins dans les limites des racines disponibles. Des
expérimentations dans les mémes conditions mais avec des inoculations répétées dans le temps

permettrait de vérifier cette hypothése.

Localisation des sites de pénétration de Pratylenchus dans le systeme radiculaire de

C. arabica cv. Catuai et histhopathologie des infestations :

Bien qu’il apparaisse des zones préférentielles de pénétration, tout le systeme radiculaire
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des jeunes plantules de Catuai dans son ensemble, c’est-a-dire aussi bien le pivot que les racines

latérales, a été infesté par les nématodes, dans les conditions de I’étude (figure 3.26).

L ’isolat Moca présente une tres forte proportion de nématodes ayant pénétré dans le pivot
et plus particulierement dans le tiers inférieur de celui-ci. Il est probable que le délai de latence
de pénétration observé pour cet isolat (premieres 24 heures apres inoculation) entraine dans un
premier temps une répartition aléatoire des nématodes dans I’ensemble du cone et que par
conséquent, lapénétration de ces parasites ait été ensuite plus importante dans la partie inférieure
du cone ou son diametre diminue fortement vers le bas (voir chapitre 2 : figure 2.4), concentrant
ainsi les nématodes a proximité du pivot. Radewald et al. (1971) avaient d’ailleurs observé une
pénétration homogene de P. coffeae sur toute la longueur du pivot de jeunes plants de
Citrusjambhiri disposé dans un tube de diametre constant. Ces observations confortent donc
I’hypothése d’un artefact d0 a laméthodologie et non pas d’un réelpreferendum pour cette partie
inférieure du pivot. Pour lestrois isolats, la faible proportion de pénétration dans le tiers supérieur
du pivot (moins de 10 % des pénétrations dans le pivot) montre que cette partie plus lignifiée est

beaucoup moins attractive et/ou plus difficilement pénétrable par les nématodes des trois isolats.

La pénétration préferentielle “bipolaire” au niveau des extremites des racines observée
pour les trois isolats (figures 3.26-3.28) a également été observée par Bird (1959, 1960) pour les
larves de Meloidogynejavanica. Sur différentes plantes hotes, les larves de M. javanica pénetrent
préférentiellement, d’une part au niveau de lazone d’élongation et du méristéme apical et, d’autre
part, au niveau des points d’émergence des racines latérales. Des densités de péenétrations de
larves d,Heteroderaschachtii sur Brassica napus supérieures aux deux extrémités des racines ont
également éte observées (Kampfe, 1960). De méme des nécroses sur racines de Brassica oleracea
capitata en pots ont été observées suite a des penétrations de P. penetrans principalement au
niveau des noeuds et des extrémites distales radiculaires (Acedo &Rohde, 1971). Il semble que
P. penetrans péneétre dans les racines de plantules de diverses especes végétales, principalement
au niveau de la zone d’élongation des racines et dans une moindre mesure au niveau des zones
d’émergence des racines latérales (Zunke, 1990).

Bien que des différences significatives n’aient pu étre mises en évidence, I’isolat Chamtaca

montre tout de méme une tendance a pénétrer préférentiellement la zone d’eélongation des racines
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latérales plutdt que leur zone de jonction avec le pivot. De nombreux cas similaires sont
mentionnées dans la littérature pour d’autres nématodes (Prot, 1980). C’est le cas pour :
Meloidogyne spp. sur différents hotes (Lindford, 1939) ; Pratylenchus pratensis
(= Anguillulina pratensis Gaad & Loos, 1941) ; Radopholus similis sur Citrus (Du Charme,
1959) et sur Musa sp. (Valette, 1996). Cette zone s’est également révélé étre une zone
preférentielle de fixation pour certains nematodes ectoparasites tel que Trichodorus viruliferus
sur Maluspumila ; T. primitivus sur Prunus cerasus, ainsi que sur cing autres especes appartenant
au genre Trichodorus sur plantules de Beta vulgaris (Pitcher, 1967) . Bird (1962) ainsi que
Lavallée & Rohde (1962) ont observé pour leur part un r6le important de la zone d’élongation
dans I’attractivité a distance des racines de Medicago sativa (luzerne), Lycopersicon esculentum
et Daucus carota pour P. penetrans ainsi que des racines de L. esculentum pour les larves de
M. javanica.

Heterodera schachtii montre au contraire une tres claire préférence pour pénétrer au
niveau des points de jonction des racines latérales de Brassica napus et Beta vulgaris. Un faible
degré d’infestation est observé au niveau de la zone distale des racines latérales (Kampfe, 1960).
L observation des coupes transversales du pivot au niveau des émergences de racines latérales
montre clairement une zone privilégiée de pénétration au niveau de la rupture d’épiderme entre
pivot et racine latérale (figure 3.29). Radewald et al. (1971) ont observé le méme phénomeéne pour
P. coffeae sur Citrusjambhiri.

Enfin selon d’autres études, c’est la zone pilifere qui apparait pour certains nématodes
comme lazone préférentielle de pénétration dans les racines. Kumar (1982) observe que laplupart
des pénétrations de P. coffeae sur racines de C. arabica ont lieu au niveau de la zone pilifere alors
qu’un faible nombre seulement de pénétrations de ce nématode intervient au niveau de la zone
d’élongation. Les mémes observations ont été faites avec P. penetrans sur Fragaria sp. (Kurppa
& Vrain, 1985) ainsi qu’avec P. mediterraneus sur Vicia sativa (Orion & Lapid, 1993).

L "attraction de ces zones préférentielles pour les nématodes est probablement une réponse
a diverses combinaisons possibles de différents facteurs comme la diffusion de dioxyde de carbone
et/ou de substances comme I’acide glutamique ou bien la présence de potentiels redox plus faibles
(Bird, 1959,1960 et 1962 ; Prot, 1980 ; Mateille, 1994). Les conditions de I’étude ne permettent
pas d’élucider ni les mécanismes ni les étapes clé qui font que les zones d’émergence et

d’élongation des racines latérales constituent des zones préférentielles de pénétration.
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L’observation de la distribution agrégative des nématodes dans les racines témoigne de
lapénétration de nombreux nématodes aux mémes endroits. Radewald etal. (1971) ont également
observé des pénétrations en masse de P. coffeae au niveau des points d’émergence des racines
latérales de jeunes plants de Citrusjambhiri. Ces attaques par agrégats pourraient expliquer la
formation des cavités de grande taille observées au niveau du parenchyme cortical qui évoluent
ensuite en nécroses visibles & I’oeil nu comme le mentionnent également Radewald et al. (1971).
Dans le cas d’attaques au niveau de la zone de division proche de I’apex, on peut supposer que
ce genre de dégats peut occasionner ladestruction partielle ou totale du méristéme entrainant ainsi
I’arrét de croissance de laracine comme I’ont constaté Bird (1962) et Radewald etal. (1971). Les
épaississements de parois ainsi que les réductions de volume cytoplasmique des cellules corticales
adjacentes ou proches des lésions observées sur les coupes (figures 3.29) sont également
observees dans le cas d’infestation de Glycine max par P. alleni et P. scribneri (Acosta, 1982).
Des observations ont également été faites dans le cas d’infestations par Rotylenchulus reniformis

de racines de C. arabica collectées a Sao Tome (Vovlas & Lamberti, 1990).

Dans un premier temps, jusqu’a 96 heures apres inoculation, il ssmble que les attaques de
Pratylenchus se limitent au cortex en laissant indemne le cylindre central et en semblant méme
contourner I’endoderme. Cette invasion confinée au parenchyme cortical aégalement été observée
dans le cas de P. brachyurus six mois aprés inoculation sur Citrus sp. (Brooks & Perry, 1967) au
contraire de Radopholus similis qui selon les méme auteurs et dans les mémes conditions
occasionnent de tres graves lésions dans le cylindre central des racines du méme hote ; de méme
pour P. coffeae 12 heures aprés inoculation sur Citrus jambhiri (Radewald et al., 1971) et
P. penetrans sur Vicia faba prélevée au champ (Vovlas & Troccoli, 1990). Le rdle de
I’endoderme comme “barriere” contre I’invasion du cylindre central au moins de facon temporaire
a déja été décrit pour P. penetrans sur Malus pumila (Pitcher et al., 1960), sur Daucus carota
(Rohde, 1963), surApiumgraveolens (Townshend, 1963, a), sur Fragaria sp.(Townshend, 1963,
b) sur Medicago sativa (Castillo & Rohde, 1965), sur Brassica oleracea capitata (Acedo &
Rohde, 1971), sur Pisium sativum L.(Oyekan etal., 1972)etsur Viciafaba (Vovlas & Troccoli,
1990). La fonction cytochimique impliquant I’action de polyphénols et le réle dans les mécanismes
de défense contre les divers agents pathogénes de I’endoderme a été largement évoquée par Van

Fleet (1961) et Uritani (1963). Des études plus récentes mentionnent des structures lignifiées au
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niveau de I’endoderme des plants résistants de bananiers empéchant pratiquement la pénétration
de Radopholus similis dans les tissus vacuolaires contrairement a ce qui est observé chez les
plants sensibles (Valette, 1996 ; Valette etal., 1998). 1l semble tout de méme que cette protection
par I’endoderme contre les attaques des nématodes ne soit pas toujours compléte. Nos
observations faites un mois aprés inoculation des nématodes révelent en effet des attaques
atteignant les couches externes du xyléme secondaire. Des attaques par P. coffeae de I’endoderme
de racines de Citrus jambhiri ont également constaté dés 12 heures aprés inoculation des
nématodes (Radewald et al., 1971). Selon ces mémes auteurs, ces attaques au niveau de
I’endoderme sont liées a des infestations en masse et pourraient étre provoquées par une

compétition pour I’alimentation.

En conclusion, s’il existe des différences entre isolats concernant leur dynamique de
pénétration dans le temps et leur taux de pénétration, il n’apparait pas par contre de différences
majeures quant aux modalités de pénétration dans les racines de caféiers a savoir (1) une
distribution agrégative des sites de pénétrations et (2) I’existence de zones préférentielles que sont
pour ces jeunes plantules de C. arabica la zone d’émergence et la zone d’élongation des racines
latérales ainsi que les deux tiers inférieurs du pivot. Une préférence de lazone d’élongation semble
exister pour I’isolat Chamtaca mais elle doit étre confirmée. Ce comportement grégaire de
pénétration dans les racines au niveau des extrémités des racines latérales peut avoir des
conséquences importantes sur la capacité de ces nématodes a causer des dégats comme I’ont
montré Radewald et al. (1971). D’une part, le comportement grégaire va favoriser comme décrit
précédemment la formation de lésions importantes permettant plus facilement I’entrée de
pathogénes secondaires. D’autre part, ces infestations concentrées au niveau de la région de
croissance des racines auront probablement des conséquences importantes sur le développement
du systéme radiculaire de laplante. Les infestations au niveau des points d’émergence des racines
latérales peuvent, elles, engendrer une dégénérescence complete de ces racines qui ont un role
fondamental dans la nutrition de la plante. C’est ainsi que I’on observe chez les plants infestés au

champ une disparition plus ou moins importante du chevelu radiculaire.
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Structure de la population infestante des trois isolats dans les racines de C. arabica

cv. Catuai :

L’observation de tous les stades mobiles de Pratylenchus dans les racines depuis les
néonates aux adultes montre que tous ces stades sont susceptibles de pénétrer dans les racines
des jeunes plantules de C. arabica. L’infestation des racines de Citrusjambhiri par tous les
stades mobiles de P. coffeae est également observée (Radewald et al., 1971). Il en est de méme
pour P. penetrans sur Pisium sativum L. (Oyekan et al., 1972) et sur Viciafaba (Vovlas &
Troccoli, 1990). Plus récemment, Zunke (1990, a, b) a observé un comportement ecto- ou
endoparasite de P. penetrans suivant le stade de développement considéré. Les premiers stades
juvéniles se nourrissent préférentiellement sur les poils absorbants sans y pénétrer tandis que les
adultes ont un comportement endoparasite en pénétrant dans le cortex des racines pour se nourrir
des cellules parenchymateuses. Les juvéniles pénétrent parfois dans les racines en utilisant les
orifices de pénétration des adultes. La présence d’oeufs des 24 heures aprés inoculation montrent

que les femelles peuvent pondre tres rapidement aprés avoir pénétré dans les racines.

Facteurs de résistance a Pratylenchus chez C. canephora cv. Nemaya :

La quasi absence de pénétration des racines du cultivar Nemaya par les deux isolats Moca
et Chitalon montre I’existence de facteurs de résistance chez ce cultivar. Ces facteurs de résistance
peuvent étre de deux ordres.

Au niveau préinfectieux, le cultivar Nemaya pourrait montrer une attractivité faible ou
nulle ou une action répulsive de par les exsudats radiculaires pergus par les nématodes (Kaplan
& Keen, 1980 ; Gommers, 1981 ; Caswell et al., 1991). En suivant les mouvements in vitro de
P. coffeae au voisinage de racines de plantules de caféiers, il a été montré que les nématodes
mettaient plus de temps pour atteindre les racines d’un clone de C. canephora cv. Robusta
résistant a P. coffeae et y pénétraient avec une moindre fréquence par rapport aux racines d’un
cultivar sensible de C. arabica (Kumar, 1982). Ces différences d attractivité entre plants résistants
et sensibles ont été également été observees dans le cas de M. hapla sur luzerne (Griffin, 1969).
Les racines de C. canephora cv. Nemaya ont montré une organisation et une structure des tissus

similaires a celles observées dans les raines de C. arabica cv. Catuai et ne semblent donc pas
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posséder de structure particuliére qui pourrait freiner la pénétration des nématodes. Pourtant,
Tornan-Mathius et al. (1995) mentionnent une présence plus importante de poils absorbants sur
les racines de clones résistants de C. canephora cv. Robusta a P. coffeae qui selon ces auteurs
pourrait avoir un role de barriére physique pour les nématodes dans la phase de pénétration dans
les racines. Les racines latérales de Nemaya paraissaient en effet montrer une densité de poils
absorbants plus importante que sur les racines de Catuai. Cependant I’'observation des racines
écrasée n’a pas permis de quantifier cette variable. De plus, comme décrit antérieurement, les
observations de notre étude ainsi que de nombreuses autres observations faites par d’autres
auteurs sur d’autres plantes avec le genre Pratylenchus montrent que la pénétration des
nématodes a lieu en grande partie sur les extrémités plutét que dans la région pilifere. Seules les
observations faites par Kumar (1982) sur racines de C. arabica cv. montrent une pénétration
préférentielle au niveau de lazone pilifere. Une structure particuliere de I’épiderme et de quelques
couches de cellules du parenchyme cortical dont les parois cellulaires sont particulierement
épaisses et lignifiées a été également observée chez les clones de C. canephora cv. Robusta
résistants a P. coffeae par Tornan-Mathius et al. (1995). Cependant, comme cela a déja été
mentionné pour le cas de la faible pénétration des racines de C. arabica par I’isolat Chamtaca, il
semble selon de nombreux cas d’observations mentionnés dans la littérature que ce genre de
barriére physique n’apparait pas efficace dans la plupart des cas contre la pénétration des
nématodes (Kaplan & Keen, 1980). Selon ces mémes auteurs, cette incompatibilité nématode-
plante au stade de la pénétration peut avoir lieu mais elle est tres rare. Par ailleurs, I’isolat
Chitalon qui n’ a pratiquement pas pénétré dans les racines de Nemaya a été prélevé sur porte-
greffes non sélectionnés de C. canephora &gés de trente ans sur lesquels les populations semblent
s’étre bien adaptées. Il est possible que les facteurs de résistance préinfectieux soient chez le
cultivar Nemaya, mieux développés que chez la plupart des descendances libres d’arbres non
sélectionnés de C. canephora et actuellement utilisées pour le greffage. 1l est également possible
d’envisager I’hypothése d’une colonisation a long terme, en conditions naturelles, par cette
population de nématodes, des racines de C. canephora dont larésistance a Pratylenchus spp. est

incompléte.

Au niveau post-infectieux, des facteurs cytochimiques possibles de résistance ont pu étre

mis en évidence dans les racines de Nemaya. La présence de nombreuses cellules de stockage de
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composés phénoliques dans des racines sans que laprésence de nématodes ait été décelée montre
que ces facteurs de résistance sont probablement de type constitutif. La présence de ce type de
cellules dans le cortex des racines de clones de C. canephora cv Robusta résistants a P. coffeae
a également été observée par Toruan-Mathius et al. (1995). Le rdle de ces substances dans les
mécanismes de résistance aux nématodes a déja été décrit par de nombreux auteurs pour divers
cas de relations plante-nématodes (Kaplan & Keen, 1980 ; Gommers, 1981 ; Abrahamson et al.,
1991 ; Dalmasso et al., 1992) et plus récemment dans le cas de R. similis sur Musa sp. (Valette,
1996; Valette et al., 1998). Les nombreuses observations de contenus en acides chlorogéniques
dans les grains verts plus €levés pour C. canephora que pour C. arabica (Carelli et al., 1974)
indiquent un métabolisme phénolique en général, de la plante, probablement plus important chez
cette premiere espéce. L’observation d’une lignification plus importante de la partie externe du
cylindre central en réaction semble-t-il a une infestation de Pratylenchus indique la possibilité
d’existence de facteurs induits de résistance. Des études cytochimiques plus détaillées
permettraient de veérifier I’existence de tels phénomenes. 1l n’a pas été observé dans notre étude
de cas similaire a celui de P. penetrans montrant des sorties rapides des racines de cultivars
résistants de Solanum tuberosum apres y avoir pénétré de la méme fagon que dans les racines de
cultivars sensibles (France & Brodie, 1995 et 1996).
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2.3.2. Etude comparative en pots de la capacité des isolats a causer des dégats sur

C. arabica et C. canephora

2.3.2.1. Résultats

Capacitéparasitaire des isolats sur Coffea spp. :

Sur C. arabica cv. Catuai : 50jours apres inoculation, le nombre de nématodes par plant
observé avec I’isolat Chitalon est supérieur (P < 0,05) a ceux observés avec les isolats Moca et
Chamtaca (figure 3.33). Il n’y a pas de différence significative (P ~ 0,05) entre les niveaux de
population de nématodes observés sur les plants infestés avec I’un ou I’autre des deux isolats
Moca et Chamtaca.

A 100jours aprés inoculation, la population totale de nématodes par plant est d’environ
13 000 pour I’isolat Chitalon. Elle est trés supérieure (P <0,001) a celles observées avec les deux
autres isolats Moca et Chamtaca qui comptent environ 6 000 et 2 000 nématodes,
respectivement. C’est a cette date que I’on observe les populations maximales de nématodes pour
les deux isolats Chitalon et Moca.

De 100 a 150jours apres inoculation, la population totale de nématodes par plant chute
de plus de moitié pour I’isolat Chitalon. Pour I’isolat Moca, la population totale de nématodes par
plant diminue également mais de fagon moindre. Pour I’isolat Chamtaca, la population totale de
nématodes par plant continue a augmenter durant cette période avec la méme vitesse que celle
déja observée entre 50 et 100 jours. A 150 jours apres inoculation, il n’y a pas de différence
significative entre les niveaux de population des trois isolats Chitalon, Moca et Chamtaca
(P < 0,05) qui sont d’environ 4 000 nématodes.

L ’expression logarithmique (figure 3.33 B) des effectifs de populations montre que
I’hypothése d’une croissance géomeétrique continue des populations durant les 100 premiersjours
(par extrapolation des résultats obtenus a 50 et 100 jours) implique une population initiale dans
les racines, voisine pour I’isolat Moca (81 %), voire trés supérieure pour I’isolat Chitalon (224%),
au nombre total de nématodes initialement inoculés dans le sol, soit 200 nématodes. Pour I’isolat
Chamtaca cette hypothese implique une population initiale dans les racines d’environ 60

nématodes soit 30% de I’effectiftotal inoculé.

192



0 50 100 150
Jours apres inoculation

Jours apres inoculation

-A— Moca/T3751 Moca/Catuai
Chitalon/Catuai Chamataca/Catuai

Figure 3.33. Populations de trois isolats de Pratylenchus sur des plants de C. arabica cv Catuai et d’une
descendance libre du clone C. canephora cv. Robusta T3751 (1-2) a trois dates différentes apreés inoculation
de 200 nématodes. A : données brutes de populations de nématodes ; B : données transformées en log[x].
Pour chaque date, les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes selon
le test de Newman et Keuls au seuil de P < 0,05. NS : Pas de différence significative au seuil de P 4 0,05.
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Sur la descendance libre de C. canephora cv. Robusta T3751 [1-2] : La croissance des
populations de nématodes de I’isolat Moca sur C. canephora apparait a peu pres linéaire de 50
a 150 jours. Cette croissance des populations sur C. canephora est plus lente que sur Catuai
durant les 100 premiers jours apres inoculation. Il en résulte a 100 jours, des niveaux de
populations sur C. canephora inférieurs (P < 0,05) a ceux observeés sur Catuai (figure 3.33). A
150jours il n’y a plus de différence significative (P < 0,05) entre populations observées sur I’un
et I’autre des deux matériels végétaux du fait de la régression des populations sur Catuai.

Tout comme pour les observations faites sur Catuai I’hypothése d’une croissance
géomeétrique continue de la population de I’isolat Moca durant les 100 premiers jours apres
inoculation implique une population initiale ayant infesté les racines de C. canephora, égale a

25% de I’effectiftotal inoculé (figure 3.33 B).

Le taux de juvéniles et d’oeufs par femelle [J+W]/? des populations infestantes est
observé 100 jours apreés I'inoculation, date a laquelle les populations sont maximum pour les
isolats Chitalon et Moca sur Catuai et encore en croissance pour les isolats Chamtaca sur Catuai
et Moca sur C. canephora. Le classement selon le taux [J+W]/? (tableau 3.14) est similaire a
celui observé selon les niveaux de population de nématodes par plant a laméme date (figure 3.33).
Sur Catuai, I’isolat Chitalon montre un taux [J+W]/? supérieur (P< 0,05) a ceux des deux autres
isolats, Moca et Chamtaca qui ne sont pas différents (P< 0,05) entre eux. L’isolat Moca montre
sur C. canephora untaux [J+W]/? inférieur a celui qu’il présente sur C. arabica cv. Catuai. Cent
jours aprés inoculation, on observe une relation linéaire et positive (r2= 0,474 ;P < 0,001) entre
la densité de population de nématodes par g de racines et le taux [J+W]/? aprés des
transformations en log [x+1], indépendamment de I’isolat inoculé et du matériel végétal testé
(figure 3.34). Le sex-ratio est similaire (P <0,05) et proche de 0,6 pour lestrois isolats sur Catuai

et I’isolat Moca sur C. canephora (Tableau 3.14).

Effets des isolats sur Coffea spp. :

Tant pour le cultivar Catuai que pour C. canephora cv. Robusta T3751 [1-2], aucune
différence significative (P <0,05) de hauteur de tige n’est observée entre plants témoins et plants

infestés, pour chacun des trois isolats et aux trois dates de lecture (Tableau 3.15).
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Tableau 3.14 Taux moyen de juvéniles et oeufs par femelle ([J+W] / ?) et indice andrique des

populations de trois isolats de Pratylenchus sur plants de C. arabica cv. Catuai et plants d’une
descendance libre de C. canephora cv. Robusta T3751 [1-2], 100 jours apreés inoculation de 200
nématodes. Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas différentes selon le test de

Newman et Keuls au seuil P < 0,05.

Rapport
Cultivar Isolat [J+WI [ ?
Chitalon 4,84 a
Catuai Moca 351 b
Chamtaca 2,63 bc
Robusta Moca 1,84 c

F (3,27) = 10,82

P <0,001
o= 115
45T
Y =299+ 138 *X
2=0,47 P= 0,0001
d= 161
4 -- *
1
' A
T1l§]3.5 A
)
0]
6 A
§ A A
25 + +
0.2 0.4 0.6
Taux (juvéniles+oeufs) / femelle
A Moca/T3751(1-2) A  Moca/Catuai . Chitalon/Catuai

Indice andrique

0,62
0,61
0,57

0,57

F (3,27) = 0,16

P =0,92
o0 =0,04

0.8

1 Chamtaca/Catuai

Figure 3.34. Relation entre la densité de population de Pratylenchus par gramme de racines et le taux
de (juveniles et oeufs) / femelle sur plants de C. arabica cv Catuai et d’une descendance libre du clone
C. canephoracv. Robusta T3751 [1-2], 100 jours aprés I’inoculation de 200 nématodes.

Les deux variables sont transformeée en log[X+l]. d :test de Durbin-Watson
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Tableau 3.15. Effet de trois isolats de Pratylenchus sur la hauteur de tige, le poids frais de racines, le poids frais de la partie aérienne et le poids frais total de plants

de C. arabica cv. Catuai et de plants d’une descendance libre de C. canephora T3751 (1-2), 50, 100 et 150 jours aprés I’inoculation de 200 nématodes.

Hauteur de tige (cm)

Jours apres inoculation

Inoculum 50
m 0
Témoin 14.0+2.5
Moca 15.9+7.5
NS
Témoin  13.3 +7.2
Chamtaca 13.1 +0.7
Moca 13.7+ 0.8
Chitalon 13.6+0.9
NS
m : moyenne

100
m 0

149+ 18
16.3 +7.7

NS

14.7+7.5

13.8+£7.0

135 +0.5

13.6 £7.7
NS

0 : écart type a lamoyenne
Les moyennes suivies de la méme lettre dans une méme colonne ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman et Keuls au seuil P < 0,05.
NS: Pas de différence significative entre les plants témoins et les plants infestés par 1’un des trois isolats pour chacun des deux cultivars (P < 0,05).

Poids frais de la partie aérienne (g)

150
m 0

144+ 18
19.2 £2.3

NS

15.6 +7.7
15.0 £7.7
14.0+ 0.6
14.6 7.0
NS

50
m i

35+0.6
34209

NS

2.8+0.6

29+0.5

2.9+0.4

2.7+0.4
NS

100
m 0

58+ 16
52+7.7

NS

3.7+£0.8a
3.4+03ab
2.9+0.5hc
24+0.7 ¢

Jours apreés inoculation

150
m 0

54 £7.5
5314

NS

3.6+08a
27+08b
1.8+ 08¢
15+£05¢

Poids frais de racines (g)

Jours apres inoculation

50
m i

1.6+ 04
15 +0.3

NS

15+ 04
1.3+0.7
1.4 0.2
1.4 +0.7
NS

100
m 0

3.1 £7.7
2304
NS

24+0.6 a

1.6+ 0.3 bc
1.9+0.4ab
1.4+04 ¢

150
m 0

2.70.7
22+0.7

NS

1.8+0.3 a

15+ 03ab
1.1 +£0.5 bc
0904 ¢

50
m i

50%7.0
4.9 £7.7

NS

43+7.0
4.2 £0.6
43 +0.5
4.1+0.5
NS

Poids frais total (g)

100

8.9 +2.6
16+0.9

NS

6.1 £7.3 a
49+05b
48+06b
3.8+x09¢

Jours aprés inoculation

150

81+2.2
7.4+2.0

NS

53+ 77a
42+70b
29+ 70c
24+ 08¢
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Sur C. arabica cv. Catuai : 50 jours aprés inoculation, il n’y a pas d’effet significatif
(P < 0,05) de I’infestation d’aucun des trois isolats sur les poids frais des racines ou de la partie
aérienne (Tableau 3.15).

A 100 jours apres inoculation, seuls les plants infestés avec I’isolat Chitalon présentent a
la fois des poids frais de racines et de la partie aérienne, significativement inférieurs (P< 0,05) a
ceux des plants témoins (Tableau 3.15). Les plants infestés avec I’isolat Chamtaca présentent un
poids frais de la partie aérienne inférieur a celui des plants témoins (P < 0,05) tandis qu’aucune
différence significative (P < 0,05) n’est observée pour le poids frais de racines. Pour I’isolat
Moca, c’est I'inverse, seul le poids frais de racines des plants infestés est significativement
inférieur (P < 0,05) a celui des plants témoins alors qu’aucune différence significative (P < 0,05)
n’est observée pour le poids frais de la partie aérienne. Les plants infestés avec I’isolat Chitalon
présentent un poids frais de la partie aérienne inférieur (P ¢ 0,05) a celui des plants infestés avec
I’isolat Chamtaca mais pas différent (P < 0,05) de celui des plants infestés avec I’isolat Moca
(P <0,05). C’est I’inverse avec le poids frais des racines, celui des plants infestés avec I’isolat
Chitalon est inférieur (P < 0,05) a celui des plants infestés avec I’isolat Moca mais pas différent
(P < 0,05) de celui des plants infestés avec I’isolat Chamtaca (P < 0,05). Toujours a la méme
date, quel que soit I’isolat inoculé, le poids frais total des plants infestés est inférieur (P < 0,05)
a celui des plants témoins. Le poids frais total des plants infestés avec I’isolat Chitalon est inférieur
(P <0,05) a ceux des plants infestés avec I’isolats Moca ou I’isolat Chamtaca. Pour ces deux
derniers isolats (Moca et Chamtaca), il n’y a pas de différence significative entre leurs poids frais
totaux (P < 0,05).

A 150 jours apres inoculation, quel que soit I’isolat, le poids frais de la partie aérienne et
le poids frais total des plants infestés sont tous deux inférieurs a ceux des plants témoins
(P <0,05). Ces deux poids frais sont similaires (P < 0,05) pour les plants infestés avec I’isolat
Chitalon et les plants infestés avec I’isolat Moca et inférieurs (P < 0,05) aux poids frais des plants
infestés avec I’isolat Chamtaca. Les plants infestés avec I’isolat Chitalon et Moca ne montrent pas
de différence significative (P < 0,05) entre eux pour ces deux variables végétatives.

Le poids frais de racines 150 jours apres inoculation des plants infestés avec I’isolat
Chitalon est inférieur (P < 0,05) a celui des plants témoins. Pour les isolats Chamtaca et Moca,
latendance est inversée entre eux deux par rapport a I’observation du poids frais de racines a 100

jours. En effet, le poids frais de racines des plants inoculés avec I’isolat Moca n’est plus différent
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(P <0,05) de celui des plants infestés avec I’isolat Chitalon et devient significativement inférieur
(P <0,05) acelui des plants témoins. En revanche le poids frais de racines des plants infestés avec
I’isolat Chamtaca n’est plus difféerent (P < 0,05) de celui des plants témoins et devient
significativement supérieur (P < 0,05) a celui des plants infestés avec I’isolat Chitalon. Il n’y a
toujours pas de différence significative (P < 0,05) entre ces deux isolats Chamtaca et Moca pour

le poids frais de racines.

Le suivi dans le temps des plants infestés en terme de poids frais relatif moyen (exprimé
en pourcentage du poids frais moyen des plants témoins a laméme date : Pfr) permet de se libérer

de I’effet dépressif des conditions de culture constaté chez les plants témoins (figure 3.35).

A 50 jours apres inoculation des nématodes, pour les trois isolats, il apparait déja une
perte d’environ 10% du Pfr de racines méme si le poids frais brut de racines des plants infestés
n’est pas significativement différent (P <0,05) de celui des plants témoins (tableau 3.15). A cette
méme date, le poids frais de la partie aérienne de ces plants ne semble pas affecté.

Ensuite, entre 50 et 150 jours apres inoculation des nématodes, on observe une perte
graduelle de Pfr de la plante entiére pour les trois isolats mais avec des intensités différentes
(figure 3.35 C). Les plants infestés par I’isolat Chitalon ou I’isolat Moca apparaissent a 150jours,
avec des Pfr de 45% et 55% respectivement, plus affectés que les plants infestés par I’isolat
Chamtaca qui présentent un Pfr de 80%. Au niveau des racines, la perte de Pfr évolue de maniére
différente suivant I’isolat considéré (figure 3.35 A). Pour les plants infestés avec I’isolat Chitalon
on observe une accélération de la perte de leur Pfr de racines qui chute a 55% a 150 jours. Pour
les plants infestés avec I’isolat Moca, le Pfr de racines continue a diminuer avec la méme vitesse
pour tomber a 65%. Pour les plants infestés avec I’isolat Chamtaca, le Pfr de racines semble peu
affecté et reste supérieur a 80%. Au niveau de la partie aérienne, pour les trois isolats, on observe
une perte graduelle du Pfr mais avec des vitesses différentes. Il en résulte & 150 jours des Pfr de

40%, 50% et 75% pour les isolats Chitalon, Moca et Chamtaca, respectivement.

Sur la descendance libre de C. canephora cv. Robusta T3751[I-2] : le poids frais de
racines, le poids frais de la partie aérienne et le poids frais total des plants de C. canephora cv.

Robusta T3751[1-2] infestés avec I’isolat Moca ne sont pas significativement (P <0,05) différents
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Figure 3.35. Evolution des poids frais relatifs moyens (en % du poids frais moyen des plants témoins), A :des
racines ; B :de la partie aérienne et C: de la plante entiere, pour les plants de C. arabica cv. Catuai et de
C. canephora T3751 (1-2), 100 jours aprés inoculation de 200 nématodes appartenant a unde trois isolats de
Pratylenchus. Chaque point représente la moyenne des plants inoculés 90jours apres semis en pots de 2,5 litres
pour chaque isolat. Comme information supplémentaire, ona indiqué pour chague moyenne de poids frais relatif
le classement, selon le test de Newman & Keuls, des poids frais bruts correspondants, sachant que la lettre a était
attribuée aux témoins ; ceux ci ne sont pas différents (P <0,05) lorsqu’il leur est attribué une méme lettre.
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de ceux observeés pour les plants témoins aux trois dates d’observation (tableau 3.15).

L’observation du Pfr moyen des plants infestés permet de comparer la capacité a causer
des dégats des isolats sur les deux différents matériels génétiques (figure 3.35) en se libérant de
leurs différences phénotypiques. Cependant cette comparaison n’est que graphique s’agissant de
données moyennes. Le faible nombre de répétitions et un coefficient de variation élevé pour ces
variables (tableau 3.15) rendent sans intérét une analyse de covariance.

Le Pfr de la plante entiére tend & diminuer mais reste supérieur a 80% aux trois dates.

- A50jours apres inoculation des nématodes, on observe pour les plants de C. canephora
infestés par I’isolat Moca un comportement similaire & celui observé sur Catuai avec les trois
isolats a savoir : 1) une perte d’environ 10% du Pfr de racines sans qu’il y ait de différence
significative (P < 0,05) au niveau du poids frais brut entre plants infestés et plants témoins
(tableau 3.15) ; 2) aucune incidence sur le Pfr de la partie aérienne.

- Ensuite, au niveau des racines, le Pfr décroit de laméme maniere que pour les plants de
Catuai infestés avec le méme isolat Mocajusqu’a 100 jours apres I’inoculation. Cependant alors
que celui-ci continue a décroitre sur plants de Catuai pour chuter a 65%, il semble se stabiliser
sur plants de C. canephora a une valeur d’environ 80%.

Le Pfr de la partie aérienne des plants de C. canephora ne semble pas affecté par les
infestations de I’isolat Moca méme 150jours apres inoculation. Il faut rappeler qu’en revanche,
le Pfr de la partie aérienne des plants de Catuai aussi infestés par I’isolat Moca chute a 50% 150

jours apres I’inoculation.

Relation entre poidsfrais desplants et densités de nématodes dans les racines :

Sur C. arabica cv. Catuai, on observe pour le témoin et les trois isolats, une relation
négative non linéaire entre la densité moyenne de nématodes par g de racines a 50 et 100 jours
apres inoculation (moyenne des données transformées en log [x+1]) et d’une part le poids frais
moyen des racines et d’autre part le poids frais moyen de la partie aérienne (figure 3.36). Le
modele général de Richard pour les courbes de nature sigmoidale (Tomassone et al., 1993)
s’ajuste bien aux quatre points moyens pour les deux variables, Pfr des racines et Pfr de la partie
aérienne :

y=al/(l +e Wx)ld
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Figure 3.36. Relation entre la moyenne des densités de nématodes par g de racines a 50 et 100 jours

(moyenne des nombres de nématodes transformés en log[x+1]) et le poids frais moyen des racines (A)
et le poids frais moyen de lapartie aérienne (B) des plants de C. arabica cv. Catuai 150 jours aprés

inoculation de 200 nématodes de chacun des trois isolats de Pratylenchus.
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Ce modele ne peut étre validé avec seulement quatre point et n’est présenté ici que dans
le but de représenter graphiquement la relation entre le poids frais des plants et la densité de
nématodes et de fournir un indicateur de la nature non linéaire de cette relation.

La recherche des parameétres du modele le mieux ajusté est effectuée a I’aide du logiciel CurvX.
Ceux-ci sont vérifiés a I’aide du logiciel Statistica qu nous permet également de définir la

probabilité d’ajustement.

En considérant les plants individuellement, il apparait une relation négative non linéaire

entre le Pfr des racines de chaque plant et la densité de nématodes par g de racines (transformée
en log [x+1]), 100jours apres inoculation de I’un des trois isolats Moca, Chamtaca ou Chitalon.
Cette relation semble étre la méme pour les plants de C. arabica cv. Catuai et les plants de la
descendance libre du clone C. canephora cv. Robusta T3551[1-2] (figure 3.37).
Pour les données de poids frais relatif des racines, le modéle général de Richard a été appliqué
empiriqguement en tant que modele flexible des courbes de nature sigmoidale (figure 3.37 A). Il
n’est toutefois pas possible de valider cet ajustement (r2 = 0,37) du fait du faible nombre
d’observations en particulier au dela du supposé point d’inflexion. On observe une grande
variabilité en particulier de la variable densité de populations de Pratylenchus par gramme de
racines pour les valeurs des plants de C. canephora infestés par I’isolat Moca.

Pour les données de poids frais relatifde la partie aérienne, c’est le modele de croissance
a point critique de Seinhorst (Seinhorst, 1965, 1998) qui a été appliqué empiriquement pour
rendre compte d’un éventuel seuil de tolérance (figure 3.37 B). Selon ce modele le poids frais
relatifdes plants est égal & 1 lorsque les densité de populations de nématodes sont en dega du seuil

de tolérance, T. Au dela de ce seuil, larelation est du type :

PF’=m+ (1 -m)0.95Dm-"

Ou PF’= Poids frais relatif de la partie aérienne
DP = Densité de population de nématodes dans les racines
m = Poids frais minimum

T = Seuil de tolérance
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Catuai infesté par I’isolat : Moca A Chamtacar Chitalon #
T 3751 [1-2] infesté par Fisolat Moca A

Modeéle de Seinhorst :
PF’=m+ (I-m)*0.9501T1
m=0,45 et T=300

DP=Densité de population
de nématodes / g de racines

A PF’=Poids frais relatif
A AA de la partie aérienne
m
25 35 45

Nématodes par g de racines

Catuai infesté par Fisolat : Moca A Chamtacat Chitalon #
T 3751 [1-2] infesté par I’isolat Moca A

Figure 3.37. Relation entre ladensité de nématodes par g de racines et le poids frais relatifdes
racines (A) et de la partie aérienne (B) des plants de C. arabica cv. Catuai et des plants d’une
descendance libre de C. canephora cv. Robusta T3751 [1-2] a 100 jours aprés inoculation de
200 nématodes pour trois isolats de Pratylenchus. Les points extrémes (encerclés) n’ont pas été
pris en compte pour évaluer les parameétres des modeles d’ajustement.
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Selon I’algorithme utilisé (Statistica®), les parametres du modéle sont évalués a : m (Pfr
minimum) = 0,45 ; T (seuil de tolérance) est tel que : log[T+I] = 2,5 soit une valeur de T égale

a environ a 300 nématodes par gramme de racines. Ce qui donne I’équation :

Si DP <log(T+I) PF =1
Si DP >log(T+l) PF’=0,45+ 0,55 *0.950P3C -1

Nous ne disposons cependant pas suffisamment de données pour valider ce modéle et pour
en particulier les asymptotes d’une telle relation. Bien que le méme modele semble bien s’ajuster
aux données des deux matériels génétiques Catuai et C. canephora, trop peu de données sont
disponibles pour confirmer que les parametres d’une telle relation sont similaires pour les plants

de Catuai et de C. canephora, en particulier au niveau du seuil de tolérance T.

2.3.2.2. Discussion

Capacitéparasitaire des isolats de Pratylenchus :

L’isolat Chitalon présente une capacité parasitaire trés forte sur le cultivar Catuai (figure
3.33). L’isolat Chamtaca montre au contraire une capacité parasitaire faible sur ce méme hote.
L’isolat Moca lui montre sur Catuai, une capacité parasitaire intermédiaire entre les deux autres
isolats. Toutefois il n” a pas pu étre mis en évidence de différence significative entre les niveaux
de populations de cet isolat Moca et ceux de I’isolat Chamtaca a aucune des trois dates
d’observation a cause du faible nombre de répétitions en particulier pour I’isolat Chamtaca (6
pour chaque date).

L’hypothese d’une croissance géométrique continue des populations des trois isolats
durant les 100 premiers jours apres inoculation, selon un modele malthusien, est a réfuter dans
tous les cas. Méme pour I’isolat Chamtaca une population infestante initiale correspondant a 30%
de I’effectiftotal inoculé semble peu probable au vu des résultats de la dynamique de pénétration
obtenus pour cet isolat. Au cours de cette étude, environ 6% des nématodes inoculés avaient

pénétré et ce, dans des conditions favorisant le contact de I’inoculum avec les racines du fait d’un

204



Chapitre 3. Résultats-Discussions
2. Caractérisation biologique des isolats de Pratylenchus

volume réduit de substrat utilisé lors de cette étude. Il apparait donc que pour les trois isolats et
dans les conditions de I’étude, lacroissance géométrique des populations de nématodes est freinée
trés rapidement, avant la date de 50 jours apres inoculation.

Au dela de 100 jours apres inoculation, la dégradation du systeme radiculaire due aux
attaques des nématodes entraine méme une régression des populations pour les isolats les plus
agressifs, Moca et surtout Chitalon. Cette dégradation des racines entraine une diminution de
I’espace disponible et des ressources alimentaires. Cela se traduit soit par une mortalité importante
de nématodes soit par une migration des nématodes des racines vers le sol. Ces résultats sont en
accord avec les résultats obtenus par Anzueto (1993) qui avait observé sur plants de Catuai du
méme &ge des populations maximales de Pratylenchus de I’isolat Buena Vista, 120 jours apres
avoir inoculé 100 nématodes et entre 60 et 120 jours apres avoir inoculé 300 nématodes,
respectivement. Anzueto (1993) avait également observé une dégradation des racines des plants
de Catuai a partir de 4 mois aprés inoculation de ces deux doses mentionnées de nématodes.
Radewald & O’Banon (1971, a, b) ont montré que P. coffeae était capable de se multiplier trés
rapidement sur Citrus en pots en provoquant des détériorations importantes de racines qui
entrainent a leur tour des chutes rapides des niveaux de populations. L’isolat Moca, d’agressivité
moindre, présente une baisse de populations plus faible comparativement a I’isolat Chitalon. Les
effectifs maximum de I’isolat Moca ont probablement été atteints ultérieurement a ceux de I’isolat
Chitalon entre 100 et 150 jours apres inoculation. Cette hypothese est renforcée par le fait que
durant cette méme période, le taux relatifd’accroissement de la population de I’isolat Moca est

supérieur a celui de I’isolat Chitalon.

La capacité parasitaire de I’isolat Moca sur C. canephora est trés inférieure a celle qu’il
présente sur Catuai (figure 3.33). Il existerait donc chez cette descendance libre de C. canephora
cv. Robusta T3751[1-2] des facteurs de résistance vis-a-vis de I’isolat Moca. 1l reste a définir si
le niveau de résistance de ce matériel génétique varie ou pas vis-a-vis des autres isolats de

Pratylenchus.

La capacité parasitaire des isolats étudiés sur un hote donné apparait directement liée au
taux de juvéniles et d’oeufs par femelle ([J+W]/?) observé dans la population (figure 3.33) quel

que soit I’isolat ou I’hdte. Ce taux observé dans la population a un moment donné va dépendre
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avant tout de la fertilité des femelles, elle-méme définie par la fécondité des femelles (production
d’oeufs), le taux d’éclosion des oeufs et la survie des néonates. Elle dépend également de la survie
des femelles. On peut considérer que le taux [J+W]/? observé pour un isolat donné sur un hote

donné constitue un bon indicateur de la capacité reproductive de cet isolat sur cet hote.

Le maintien de différents isolats de R. similis dans les méme conditions d’élevage
monoxénique sur rondelles de carottes in vitro jusqu’a 29 mois n’a pas affecté leur capacité
parasitaire sur bananiers (Davide, 1992 ; Fallas, 1995). Les isolats de Pratylenchus de I’étude ont
été maintenus en élevage monoxénique sur rondelles de carottes in vitro durant seulement 11
mois. On peut donc penser qu’il n’y a pas eu non plus dans le cas présent de dérive génétique

importante.

Capacitédesisolats de Pratylenchus a causer des dégats sur Coffea spp. (tableau 3.15;

figure 3.35) :

La hauteur des tiges qui n’apparait pas affectée de maniére significative par les attaques
de Pratylenchus (tableau 3.15) n’est donc pas une variable appropriée pour I’évaluation de la
capacité de ce nématode a causer des dégats surjeunes caféiers. La méme observation avait faite
pour les bananiers parasités par Radopholus similis (Fallas, 1995).

En revanche, en accord avec les observations faites sur la capacité parasitaire des isolats,
les méme différences entre isolats sont observées pour la capacité a causer des dégats, ici mesuré
par les pertes de poids frais au niveau de la partie aérienne et de la partie radiculaire, en relation
avec le ttmoin. L’isolat Chitalon apparait tres pathogéne alors que les plants infesté par I’isolat
Chamtaca manifestent peu de dégats. Concernant I’isolat Chamtaca, on peut s’interroger sur
I’évolution ultérieure des populations et des dégats causés par celles-ci. Il se peut qu’un certain
équilibre soit atteint pour cet isolat entre les dégats que causent ses populations en croissance
lente et la croissance du systeme radiculaire. Cette derniére compenserait ladestruction de racines
dues aux attaques de nématodes. Il se peut également que cet isolat Chamtaca ait un effet

destructeur similaire a celui des deux autres isolats et que les manifestations des dégats ne soit en

fait que retardée.
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Les pertes de Pfr au niveau de la partie radiculaire, observées deés les 50 premiers jours
de I’étude, apparaissent plus t6t que pour la partie aérienne (figure 3.35). Il peut s’agir d’un
simple décalage dans le temps entre les effets sur les racines et leur répercussion sur la partie
aérienne. On ne peut toutefois exclure I’existence d’un certain seuil de tolérance de la plante
correspondant a un niveau de dégéats du systéme radiculaire qu’elle peut supporter avant que sa
partie aérienne ne soit affectée. En revanche, une fois le processus de perte de Pfr initié au niveau

de la partie aérienne, ces pertes évoluent plus vite que pour la partie radiculaire.

La faible capacité parasitaire de I’isolat Moca sur les plants de la descendance libre de
C. canephora T3751 [1-2] se traduit par de moindres dégats au niveau des racines que sur Catuai
(figure 3.35). En conséquence, la partie aérienne des plants de C. canephora ne semble pas étre
affectée par ces attaques faibles de I’isolat Moca. On peut cependant remarguer que les plants de
C. canephora infestés par I’isolat Moca montrent des Pfr de leur partie radiculaire similaires a
ceux observés avec les plants de Catuai infestés par I’isolat Chamtaca en accord avec les niveaux
de populations similaires (P < 0,05) observés aux trois dates pour ces deux pathosystemes
(figure 3.33). En revanche, les Pfr de la partie aérienne de ces plants de C. canephora infestés par
I’isolat Moca, effectivement peu ou pas affectés sont a 150jours, supérieurs a ceux observés pour
les plants de Catuai infestés par I’isolat Chamtaca. On peut donc penser que, selon I’une des deux
hypotheses précédemment exposees sur latolérance de lapartie aérienne, cette derniere tolérerait
mieux certaines quantités de dégats radiculaires chez les plants de C. canephora que chez les

plants de Catuai. Cette hypothése reste cependant a confirmer avec des études a plus long terme.

Il apparait au vu des données moyennes de chaque pathosystéme [isolat-Catuai] que les
différences de pouvoir pathogéne observées entre les trois isolats étudiés sur ce cultivar sont une
conséquence directe des différences de capacité parasitaire dans les racines de cet héte
(figure 3.36). En conséquence, ces isolats présenteraient a densité de population égale la méme
capacité a produire des dégats. C’est ce qu’ont également observé différents auteurs pour des
isolats de R. similis de différentes origines géographiques sur bananiers (Pinochet, 1979 ; Tarté
et al., 1981 ; Sarah et al., 1993 ; Fallas et al., 1995). Les seuls quatre points observés ne
permettent pas de valider statistiquement le modéle d’ajustement ici choisi (modéle de Richard).

Cependant chacun des points représentés correspond a la moyenne de toutes les répétitions
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réalisées pour chacun des isolats et de ce fait ont un certain poids. De plus pour chacun de ces
points, c’est la moyenne des observations des deux premieres dates d’observation (dates
auxquelles iln’y a pas encore de régression des populations) qui est utilisée, permettant ainsi une
meilleure appréhension de la capacité parasitaire. Fallas (1995) mentionne également dans son
étude comparative du pouvoir pathogéne de différents isolats géographiques de R. similis sur
bananiers, la prise en compte de plusieurs dates d’observation des populations de nématodes qui
permet une meilleure description de larelation entre la densité de nématodes par de racines et les

poids frais de racines et de la partie aérienne.

L analyse comparée des données individuelles des plants infestés par les différents isolats
et sur les plants de C. canephora et de C. arabica rendue possible par I'utilisation des Pfr
(figure 3.37) met en évidence au niveau des racines une seule et méme relation pour les deux
matériels génétiques entre perte de Pfr radiculaire et la densité de population dans les racines. Ces
résultats sont en accord avec les observations faites précédemment sur la dynamique de pertes de
Pfr radiculaire. Ces observations vont dans le méme sens de I’absence de seuil de tolérance des
racines aux attaques de Pratylenchus. Cela peut s’expliquer par la nature des dégats directs de
ces endoparasites migrateurs sous forme de lésions en opposition a ce qui peut étre observé chez
les endoparasites sédentairestel que Meloidogyne spp. dont lapremiére symptomatologie consiste
seulement en la formation de sites nutritionnels. La nature sigmoidale de la relation est visualisée
par le modéle général de Richard. Des observations avec tous les isolats, chacun inoculé sur
différents matériels génétiques, permettraient de vérifier cette hypothese et de valider le modéle
mathématique. Il apparait dans cette relation une importante variabilité des densités de
populations de Pratylenchus par g de racines sur les divers plants de C. canephora. Cela peut
s’expliquer par la variabilité génétique dans cette descendance libre du fait de la nature allogame
de ce matériel comme cela a déja été observé par d’autres auteurs (Anzueto, 1993 ; Leroy, 1993 ;
Charrier & Eskes, 1997). Ces résultats montrent d’un point de vue méthodologique qu’il serait
préférable pour C. canephora et tous les Coffea spp. diploides en général, de travailler avec du
germoplasme multiplié végétativement in vitro. D’un point de vue agronomique, ces résultats
montrent également I’intérét de sélectionner chez C. canephora différentes lignées résistantes afin
de pouvoir obtenir des hybrides connus par pollinisation contrélée tel que dans le cas de la variété

Nemaya, sans quoi une variabilité importante de la résistance pourrait étre observée au champ.
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Le modeéle de croissance a point critique de Seinhorst (Seinhorst, 1995) n’est présenté
qu’a titre illustratif. Ce modéle est appliqué ici aux densités de nématodes dans les racines a la
méme date d’observation que celle des variables végétatives et non pas aux densités initiales de
populations de nématodes dans le sol (Seinhorst, 1995). En accord avec les observations sur la
dynamique de perte de Pfr au niveau de la partie aérienne, il permet de visualiser I’apparente
existence d’un seuil de tolérance de la plante aux attaques de Pratylenchus dans les racines. Un
plus grand nombre d’observations permettrait de vérifier I’ajustement de ce modéle mathématique
aux données présentées et de comparer les paramétres (m et T) de celui-ci, entre différents
mateériels génétiques. Un tel modeéle, s’il se révélait adapté, permettrait de comparer en conditions
contr6lées I’influence de différents facteurs environnementaux (fertilité du sol, ombrage,
température, hygrométrie, humidité du sol, etc) sur les facteurs de résistance partielle aux
populations de Pratylenchus spp. Comme cela a été discuté antérieurement, le déterminisme
polygénique de ces facteurs de résistance partielle entraine en effet une influence importante du

milieu sur ces derniers.
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2.4,  Conclusions et perspectives

Composantes et variabilité de la capacité a causer des dégats sur Coffea spp. :

Il apparait pour les trois isolats de Pratylenchus sur C. arabica, une relation positive de
leurs effectifs de populations observés 100 jours aprés inoculation résultant de la capacité
parasitaire, avec d’une part leur dynamique de pénétration observée durant les premieres 96
heures aprés inoculation et, d’autre part, le taux p+w]/? en tant qu’indicateur de la fertilité des
femelles sur I’héte considérée et en conséquence de sa capacité reproductive. Les données de
I’étude ne permettent cependant pas de déterminer la part relative de ces deux composantes,
capacité d’infestation et capacité reproductive, dans la définition de la capacité parasitaire d’un
isolat sur un hote donné. La vitesse de développement de chacun des isolats est un paramétre qu’il
faudra également évaluer sur les hdtes considérés. La capacité d’infestation, devra pour sa part
étre étudiée en détail en considérant les différentes étapes amenant a I’infection de I’hbte :
capacité a reconnaitre et localiser I’hdte puis capacité a pénétrer dans les racines.

L’isolat Chitalon dont la capacité reproductive sur rondelles de carottes in vitro s’est
révélé étre élevée montre également une capacité reproductive élevée (croissance rapide des
populations et fort taux [j+w]/?) ainsi qu’une dynamique de pénétration trés rapide dans les
racines avec un taux de pénétration élevé. 1l en résulte une forte capacité parasitaire de cet isolat
sur Catuai et par conséquent une forte capacité a produire des dégats sur ce cultivar.

Dans le cas de I’isolat Chamtaca, sa faible capacité parasitaire sur Catuai est liée a la fois
a une dynamique de pénétration trés lente et a une faible capacité reproductive : croissance lente
des populations et faible taux [j+w]/9. Cette faible capacité reproductive sur Catuai est de plus
trés inférieure a celle observée pour I’isolat Chitalon. En revanche, I’isolat Chamtaca montre une
capacité reproductive élevée et similaire a celle de I’isolat Chitalon sur rondelles de carottes in
vitro. Le facteur température peut difficilement étre invoqué pour expliquer ces différences de
comportement car les conditions de température de I’étude en pots sur la capacité a causer des
dégats sont similaires a lagamme de températures testée pour I’étude de la capacité reproductive
sur rondelles de carottes in vitro. Ces résultats aménent a s’interroger sur I’origine de cet isolat.
Cet isolat semble peu adapté au parasitisme de C. arabica. Il serait intéressant de tester sa

capacité parasitaire sur d’autres plantes souvent associées a la culture des caféiers ou tres
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fréquentes dans la région ou il a été prélevé comme en particulier les bananiers plantain
{Musa spp.) et Elettaria cardamomum. Un isolat de P. coffeae prélevé en Inde sur Elettaria
cardamomum avait infesté les racines de plants de C. arabica mais ne s’y multipliait que peu ou
pas du tout (Kumar & Viswanathan, 1972). Des résultats similaires ont été observés avec des
isolats de P. coffeae prélevés sur bananiers et inoculés sur C. arabica (Pinochet & Sarah, non
publié).

Pour I’isolat Moca, on observe le cas inverse puisqu’il montre une trés faible capacité
reproductive sur rondelle de carottes in vitro, trés inférieure a celles observées pour les isolats
Chamtaca et Chitalon. En revanche, cet isolat Moca montre une capacité reproductive sur Catuai
intermédiaire entre celles des deux autres isolats au vu du taux [J+W]/?. Du fait d’une dynamique
de pénétration également intermédiaire, il en résulte une capacité parasitaire intermédiaire sur
Catuai.

L ’ensemble de ces résultats montre des différences biologiques importantes entre ces trois
isolats révélées par leur aptitude a infester et/ou a se développer en élevage monoxénique et sur

C. arabica.

Conséquences sur le choix des marqueurs biologiquespour caractériser lespopulations

Pratylenchus spp. :

Au vu des différences de capacité reproductive observées pour les isolats Chamtaca et
Moca sur rondelles de carottes in vitro et sur C. arabica, il apparait nécessaire de réaliser des
études comparées de capacité reproductive de ces isolats non plus seulement sur rondelles de
carottes mais aussi sur du matériel végétal de Coffea spp. Ces observations sont appuyées par les
observations de Dickerson (1979) et Mizukubo & Adachi (1997) montrant que I’effet de la
température sur la capacité reproductive chez le genre Pratylenchus ne dépend pas seulement du
nématode étudié mais plutdt de I’interaction nématode-hdte. On peut envisager des test in vitro
sur jeunes vitroplants, sur racines excisees ou bien sur racines transformées de Coffea sp. par
Agrobacterium rhizogenes, technique déja mise au point (Spiral etal., 1993 ; Leroy etal., 1998).
Mizukubo & Adachi (1997) ont ainsi étudié le developpement de Pratylenchus penetrans sur
racines transformées de Triforum repens. La capacité reproductive doit étre appréhendée de fagon

plus précise en estimant pour chaque pathosystéme [isolat de Pratylenchus - lignée /cultivar de
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Coffea sp.] une valeur approchée du taux intrinseque d’accroissement naturel r (Wyatt & White,
1997 ; Le RU & Papierok, 1987). Ce genre d’étude pourrait étre envisagée en réalisant des tests
précoces permettant & la fois d’évaluer la capacité infestante par I’étude de dynamique de
pénétration initiale prolongée par une dynamique de population a court terme avant I’apparition
de phénomeénes de densité-dépendance. Ces études permettraient la construction de modeles
phénologiques pour chaque isolat en fonction de la température et I’évaluation des taux
intrinseques d’accroissement naturels. Des modeles malthusiens et en particulier les équations de
Von Foerster pourraient étre appliquées dans ce cas puisqu’elles sont bien adaptés aux organismes
poikilothermes dont le cycle biologique est constitué de divers stades physiologiques entrecoupés
de mues (Pierre, 1993). Ces parametres biologiques beaucoup plus précis pourraient ensuite
servir de références dans des études comparées en particulier vis-a-vis des mémes parametres
évalués pour différents topotypes de Pratylenchus spp.

Il apparait également nécessaire de poursuivre des expériences a plus long terme pour
étudier I’évolution des populations des isolats les moins agressifs tel que I’isolat Chamtaca sur
C. arabica ou I’isolat Moca sur C. canephora. Une telle étude permettrait de vérifier dans le cas
de systemes [isolat de Pratylenchus - lignée /cultivar de Coffea sp. hote] a faible pathogénie si
les populations continuent a croitre jusqu’a observer une destruction des racines. Il se peut
également que la croissance des populations de nématodes soit suffisamment lente pour que les
densités de nématodes par unité de poids de racines restent en équilibre avec la croissance
radiculaire des plants. Si cette derniere hypothese se Vérifiait, il ne serait probablement pas justifié
de mettre en oeuvre des moyens de lutte contre ces parasites peu agressifs sur C. arabica tel que
I’isolat Chamtaca. Il ne s’avérerait pas non plus opportun de mettre en oeuvre des moyens de lutte
complémentaires pour les cultivars présentant une résistance incompléte comme dans le cas de
certaines lignées de C. canephora. Larecherche de conditions optimales pour I’expression de la

résistance serait alors a privilégier.

Conséquences sur | ¢laboration de tests de résistance a Pratylenchus spp. pour le

matériel génétique de Coffea spp.

Ces études devraient permettre ensuite de déterminer des indicateurs précoces, fiables,

précis et rapides pour I’élaboration de tests précoces de résistance aux différents biotypes de
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Pratylenchus pour le matériel génétique de Coffea spp. a tester. Cela implique a ce stade de
travailler sur du germoplasme trés peu variable génétiqguement au sein de chaque lignée a tester
en utilisant donc les techniques in vitro pour une reproduction végétative par micro bouturage ou
embryogénése somatique (Etienne et al., 1999). Les résultats de ces tests précoces devront étre
corroborés par des études de plus longue durée en serre et au champ. S’agissant pour les caféiers
d’une culture pérenne, les études a plus long terme sont d’autant plus nécessaires que les

populations pourront évoluer sur des laps de temps tres longs.

Statut d 'hdte de C. canephora vs C. arabica vis-a-vis de Pratylenchus spp. :

La base génétique des différents cultivars de C. arabica étant tres étroite (Charrier et al.,
1998 ; Anthony et al., 1999, Bertrand, 1999), les résultats obtenus dans cette étude avec le
cultivar Catuai sont probablement extrapolables a la plupart des cultivars actuels de C. arabica
a I’exception peut-étre de ceux qui ont fait I’objet d’introgression de génes de C. canephora
comme les Catimors. Les nouveaux hybrides FI résultant de croisement avec des lignées semi-
sauvages d’Ethiopie (Bertrand et al., 1999) et encore a I’étape de développement pourraient
également montrer un statut d’hote différent vis-a-vis des populations de Pratylenchus bien que
Anzueto (1993) n’a pu mettre en évidence de résistance a I’isolat Buena Vista de Pratylenchus

dans une étude exploratoire de quelques lignées éthiopiennes de C. arabica.

La faible capacité parasitaire de I’isolat Moca sur la descendance libre de C. canephora
cv. Robusta T3751 [1-2] est en accord avec le tres faible taux de pénétration des isolats Moca et
Chitalon dans les racines de I’hybride C. canephora cv Nemaya (voir § 2.3.1. de ce chapitre,
figure 2.8) dont le clone C. canephora cv. Robusta T3751 [1-2] constitue un des parents. On
pouvait méme peut-&tre s’attendre a une capacité parasitaire encore plus faible au vu du taux de
pénétration presque nul observé sur le cultivar Nemaya. La capacité parasitaire de I’isolat Moca
ayant été observée sur une descendance libre du clone C. canephora cv. Robusta T3751 [1-2],
la pollinisation libre a probablement engendré une variabilité génétique au niveau de cette
descendance et peut-étre au niveau du déterminisme des facteurs de résistance vis-a-vis de
Pratylenchus spp. L’évaluation des niveaux de résistance des deux parents C. canephora T3751

[1-2] et T3561 [2-1] et de leurs descendances (pollinisations contrdlés) devraient permettre
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d’évaluer I’héritabilité de ces facteurs de résistance a Pratylenchus. La moindre attractivité des
racines des plants de C. canephora tout au moins du cultivar Nemaya constitue une
caractéristique tout a fait attrayante pour ces plants résistants. Elle permet dans un premier temps
de modérer la pression parasitaire au niveaux des tissus de la plante, contribuant ainsi a une
meilleure durabilité de la résistance. Elle permettrait également, en présence de facteurs de
résistance induits chez ce matériel géenétique, de moins solliciter ces mécanismes de défense
consommateurs d’énergie (production de phytoalexines) et/ou antagonistes du bon développement
de la plante (hypersensibilité avec production de polyphénols) (Rapilly, 1991).

La faible capacité parasitaire de I’isolat Moca sur la descendance Ubre de C. canephora
cv. Robusta T3751 [1-2] apparait corrélée a sa faible capacité reproductive sur cet héte au vu
de la faible croissance des populations et du taux [J+W]/? deux fois moindre que celui observé
sur Catuai. Ces résultats sont a rapprocher de la présence de phénols détectée dans le cortex des
racines du cultivar Nemaya. La nature de ces composés phénoliques et leurs effets sur les
différents stades physiologiques (oeufs, larves et adultes d'ou ?) des populations de Pratylenchus
restent a déterminer.

De méme que pour les observation faites sur Catuai, la faible capacité parasitaire de
I’isolat Moca sur C. canephora semble donc étre conditionnée a la fois par une faible capacité
d’infestation et une faible capacité reproductive de ce nématode sur cet hote en relation avec des
facteurs de résistance pré et post-infectieux jouant sur les deux composantes de la capacité

parasitaire, respectivement.

L’influence de certains facteurs du milieu sur les facteurs de résistance partielle de
C. canephora aux Pratylenchus spp. reste a étudier, comme la fertilité du sol, la quantité de
radiation solaire, la température, I’numidité du sol. Gnanapragasam (1982) et Melakeberhan et al.
(1997) ont montré que des déficits nutritionnels diminuaient les niveaux de résistance partielle de
Camellia sinensis a P. loosi et de porte-greffes Prunus avium L. & P. penetrans respectivement.
En effet, le support polygénique de ces résistances partielles (Nelson, 1978 ; Parlevliet, 1979) que
I’on observe vis-a-vis de ces endoparasites migrateurs augmente la probabilité pour que son
expression globale soit dépendante de I’environnement (Rapilly, 1990). Dans le cas de I’étude,
les conditions expérimentales n’étaient pas optimales pour le développement des plants, aucune

fertilisation n’ayant été réalisée durant I’expérimentation. Malgré cela les plants de C. canephora
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ont montré un bon niveau de résistance. On peut donc penser que dans des conditions optimales
de culture, ce matériel génétique devrait montrer un niveau supérieur de résistance vis-a-vis de
ce pathogéne. Il faut également rappeler que les études en pots exposent les plants a des
pressions parasitaires plus élevées que dans les conditions réelles de culture au champ. Dans les
conditions de I’expérimentation, les densités de Pratylenchus de I’isolat Moca atteignent prés de
3000 nématodes par gramme de racines sur C. arabica (et dépassent les 8000 dans le cas de
I’isolat Chitalon) alors que les densités maximales de populations observées insitu sont de I’ordre
800 par gramme de racines (voir chapitre 3. 8 3.1 figure 3.38). Dans le cas de C. canephora, les
densité de populations de I’isolat Moca observées en pots (150 jours aprés inoculation) sont de
I’ordre de 500 nématodes par gramme de racine. Par comparaison, I’étude de nocuité au champ
d’une population naturelle de Pratylenchus montre des densités de population de Pratylenchus
maximales d’environ 30 nématodes par gramme de racines sur porte-greffes de C. canephora de
plants adultes non sélectionnés 4 ans apres plantation (voir chapitre 3. § 3.2. tableau 3.17). On
peut donc penser que ces réesistance se révélent plus efficaces au champ qu’elles n’apparaissent

dans les expérimentations en pots.

Le niveau de spécificité des différents facteurs de résistance de C. canephora reste a
déterminer vis-a-vis des différents biotypes et/ou especes de Pratylenchus mais aussi d’autres
genres de nématodes, soit ectoparasites ( facteurs préinfectieux) dont la capacité a produire des
dégats est souvent mal connue, soit endoparasites tel que Meloidogyne spp. montrant une grande
diversité d’espéces et biotypes parasitant les caféiers en Amérique Centrale (Hernandez et al.,
1996 ; Hernandez, 1997). La presque absence d’infestation des racines de C. canephora
cv. Nemaya par les isolats Moca et Chitalon appartenant probablement a deux espéces différentes

indique une probable nature non spécifique de ces facteurs de résistance pré-infectieux.
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3. Etudes sur la bioecologie de quelques populations naturelles de

PRATYLENCHUS

3.1 Fluctuations saisonniéres de deux populations de Pratylenchus sur C. arabica a

deux altitudes différentes
3.1.1. Résultats

3.1.1.1. Description des fluctuations de populations de Pratylenchus

Site de Buena Vista (450 m d’altitude) :

Les densités de populations de Pratylenchus (méles, femelles etjuvéniles) dans les racines
de C. arabica montrent des fluctuations saisonnieres (figure 3.38). Deux périodes de populations
maximales sont observées chaque année. Une premiere intervient durant la saison seche entre
janvier et mars. Les niveaux atteignent une valeur d’environ 250 nématodes par g de racines en
1989 et 1990, et de 350 nématodes par g de racines en 1991 et 1992. Le pic de la saison séche
1992 est précédé d’un autre en decembre 1991. Une seconde periode de pullulation intervient
durant la premiere moitié de la saison des pluies en juin-juillet. Les niveaux maximums de
populations observés atteignent une valeur de 350 nématodes par g de racines en 1989, de 275
nématodes par g de racines en 1990 et 1991 et 175 nématodes par g de racines en 1992. Ce
second pic intervient juste avant ou au début de la période dite de “canicule” plus chaude et de
moindre pluviosité. Au début de la saison des pluies, entre le pic de la saison séche et celui de
juin-juillet, on observe une période intermédiaire avec des populations moyennes de I’ordre de 150
nématodes par g de racines. Durant la seconde moitié de la saison des pluies, entre les mois d’ao0t
et octobre, on observe les niveaux de populations les plus bas de I’année : 25 a 75 nématodes par

g de racines suivant les années. Cette période coincide avec la maturité des fruits a cette altitude.
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Site de Moca (1200 m d'altitude) :

Tout comme sur le site de Buena Vista, les densités de populations de Pratylenchus
montrent des fluctuations saisonniéres avec les deux mémes périodes maximums de populations
par année (figure 3.38). Cependant les fluctuations de populations, évaluées ici tous les quinze
jours, semblent un peu plus chaotiques et la saisonnalité est moins évidente a discerner.

On retrouve comme pour le site de Buena Vista une premiére période de pics de populations
correspondant a la saison seche. Ces pics sont toujours dédoublés comme sur le site de Buena
Vista pour I’'année 1992. Le premier pic est observé au tout début de la saison séche, sur les mois
de décembre et janvier. Les niveaux maximums observés sont d’environ 600 nématodes par g de
racines pour les trois années. Le second pic intervient en février-mars juste avant la reprise des
pluies. Les niveaux maximums de populations observés lors de ce second pic sont de 600
nématodes par g de racines en 1994, 800 en 1995 et 550 en 1996. La seconde période de
populations maximales intervient durant la premiére moitié de la saison des pluies. En 1994 et
1995, ce pic est observé en juin-juillet comme sur le site de Buena Vista avec environ 650
nématodes par g de racines. En 1996, il n’apparait pas de pic marqué. On n’observe que des
fluctuations de populations limitées avec des niveaux maximums de populations d’environ 450
nématodes par g de racines. Entre les pics de la saison séche et celui de juin-juillet, on observe
comme dans le cas du site de Buena Vista des niveaux moyens de populations d’environ 200
nématodes par g de racines. Les niveaux minimaux apparaissent en novembre-décembre entre la
saison des pluies et le début de la saison seche. Ces faibles niveaux de populations, d’environ 100
nématodes par g de racines, interviennent plus tardivement que sur le site de Buena Vista mais
toujours durant I’époque de maturation des fruits. En effet, cette période est sur le site de Moca,
un peu plus tardive et prolongée qu’elle ne I’est sur le site de Buena Vista, du fait d’une altitude

plus élevée : 1200 et 450 m, respectivement.
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Pic de population durant la saison séche

PP Pic de population durant la saison des pluies (juin-juillet)
FP Faibles niveaux de population en fin de saison des pluies ou début de saison seche
m Floraisons : faible, moyenne et trés importante, respectivement

Période de maturation des fruits

Figure 3.38. Densités de populations de Pratylenchus (nématodes par g de racines) sur C. arabica sur deux sites a deux altitudes différentes : 450 m
(Buena Vista) et 1200 m (Moca) ; dans le sud-ouest du Guatemala. Chaque point est la moyenne de quatre échantillons de racines prélevés chacun sur
cing plants. La barre au dessous de chaque point correspond a la valeur du point (moyenne) moins I’écart type. Le régime hydrique est exprimé par le
cumul de précipitations sur les 15 jours précédant chaque date.
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3.1.1.2. Analyse des séries chronologiques

Les autocorrélogranmies des séries de données de densité de populations de Pratylenchus
pour les deux sites étudiés confirment I’existence d’une saisonnalité avec une périodicité d’un an
(figure 3.39). Les coefficients de corrélation maximums restent cependant trés faibles r = 0,25 et

0,28 pour les sites de Buena Vista et Moca, respectivement.

Apres la transformation de Fourrier de la série chronologique de Buena Vista, le
spectrogramme fait apparaitre trois périodicités importantes : I’une annuelle contribuant pour 18%
de la variance totale, une autre vers 6 mois contribuant pour 9% et enfin une de 2,5 mois
contribuant pour 16% de la variance totale (tableau 3.16 et figure 3.40). Cette troisieme
saisonnalité pourrait étre en réalité de 2,4 mois correspondant a une fréquence harmonique
d’ordre 5 (2*n / 2,4) de la fréquence fondamentale de périodicité annuelle (2* =/ 12). Il est en
effet possible qu’une perturbation telle que le dédoublement du pic de saison seche de I’année
1992 ait entrainé une translation spectrale vers une ordonnée plus forte. Cette valeur de 2,4 sera
considérée pour la suite de I’analyse. La combinaison des trois périodicités explique 32% de la
variabilité observée.

Le spectrogramme de la série chronologique de Moca fait également apparaitre trois
périodicités importantes : I’une annuelle contribuant pour 14% de la variance totale, une autre de
2 mois contribuant pour 11% de la variance totale et enfin une de 1,5 mois contribuant pour 7%
de lavariance totale (tableau 3.16 et figure 3.40). Ces trois périodocités expliquent donc 32% de

la variance totale tout comme dans le cas de Buena Vista.

Pour les transformees de Fourier des deux séries chronologiques, un filtrage fréquentiel
est appliqué en ne gardant que la fréquence fondamentale de périodicité annuelle ainsi que les
fréquences harmoniques. Ces dernieres incluent la deuxiéme saisonnalité observée pour la série
de Buena Vista (6 mois) et les deux autres saisonnalités de la série de Moca (2 et 1,5 mois). Pour
chacune des deux seéries, la transformée de Fourier explique environ 36 et 47% de la variance
totale. Il apparait pour la séride de Moca d’autres pics de moindre importance, aux fréquences

harmoniques de 1/4 mois, 1/3 mois, 1/1,2 mois mais qui permettent d’augmenter le pourcentage
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Figure 3.39. Autocorrélogranmies des séries chronologiques de données mensuelles (Buena Vista) et
bimensuelles (Moca) de densité de populations de Pratylenchus sur C. arabica de deux sites a deux
altitudes différentes: 450 m et 1200 m, respectivement.
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Tableau 3.16. Résultats de I’analyse spectrale par transformation de Fourier des séries chronologiques de
données mensuelles (Buena Vista) et bimensuelles (Moca) de densités de populations de Pratylenchus sur
C. arabica pour les deux sites. * Densité spectrale dans la fenétre de Tukey-Hamming.

Coefficients % de lavariance Coeffkaenls % de la variance Densité
Ordre Fréquence Période Cosinus Snus totale Ordre Fréguence Période Cosrus Shus totale spectrale*
0 0.000 -0 0 0 0 0.000 0 0 0 4.04E+08
1 0.021 48.00 -1485 1256 3 1 0.014 72.00 -4011 557 3 7.78E+08
2 0.042 24.00 -1927  -1240 4 2 0.028 36.00 2622 -6281 9 1.55E+09
3 0.063 16.00 -2514 -888 5 I3 0042 24 00 -612 8419 14 1.93E+09 |
4 0.083 12.00 -4536 -2358 18 4 0.056 1800 -5972 -67 7 1.60E+09
5 0.104 9.60 1134 1244 2 5 0.069 14 40 2297 -5623 7 1.19E+09
6 0.125 8.00 3201 1867 9 6 0.083 12.00 -46 4763 4 7.42E+08
7 0.146 6.86 472 2765 5 7 0.097 10.29 349 763 0 3 16E+08
8 0.167 6.00 1654 -3156 9 8 0.111 9.00 -946 1732 1 2.78E+08
9 0.188 533 -732 -289 0 9 0.125 8.00 -3688 -2614 4 3.79E+08
10 0.208 4.80 -1353 1734 3 10 0.139 7.20 860 -1050 0 2.45E+08
n 0.229 4.36 450 1027 1 11 0.153 6.55 -274 -62 0 2.70E+08
12 0.250 4.00 -1919 -1336 4 12 0.167 6.00 5036 341 5 4.67E+08
13 0.271 3.69 391 -1101 1 13 0.181 554 -1839 -1058 1 3.99E+08
14 0.292 343 258 -1384 1 14 0194 5.14 -1693 2996 2 2.84E+08
15 0.313 3.20 -437 2141 3 15 0.208 4.80 915 -1023 0 1.99E+08
16 0.333 3.00 -1107 1258 2 16 0.222 450 1957 -605 1 3.32E+08
17 0.354 2.82 -1581 2198 5 17 0.236 424 -3445 -2538 4 8.41 E+08
18 0.375 2.67 537 2268 4 I 18 0.250 400 5917 -4768 1 1.14E+09 |
19 0.396 2.53 4179 -2423 16 19 0.264 3.79 1461 1780 1 6.46 E+08
20 0417 2.40 -937 101 1 20 0.278 3.60 1692 367 1 2.39E+08
21 0.292 343 2286 -1577 1 1 89E+08
22 0.306 3.27 911 1277 0 2.33E+08
23 0.319 3.13 -1656 2430 2 92 E+08
| 24 0333 300 5837 -1629 7 94E+08 |
25 0.347 2.88 -1321 -662 0 4.20E+08
26 0.361 2.77 -2192 598 1 2.34E+08
27 0.375 2.67 1969 -2111 2 2.74E+08
28 0.389 257 2016 -2458 2 2.96 E+08
29 0.403 248 -469 1891 1 3.10E+08
30 0417 240 3800 1631 3 3.41 E+08
31 0431 2.32 807 -941 0 2.27E+08
32 0.444 2.25 1076 2025 1 1.42E+08
33 0.458 2.18 -1498  -451 0 1.09E+08
34 0.472 212 349 -582 0 1.57E+08
35 0.486 2.06 -1817 3247 3 2.55E+08
36 0.500 2.00 951 0 0 2.56 E+08
Buena Vista
ré # Harmoniques de la fréquence
s fondamentale (X/12 mois)
«
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Figure 3.40. Spectrogrammes des transformées de Fourier des séries chronologiques de données
mensuelles (Buena Vista) et bimensuelles (Moca) de densités de populations de Pratylenchus sur
C. arabica (fenétre de Tukey-Hamming).
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d’explication de la variance totale. L’expression trigonométrique apres filtrage montre, malgré
quelques variantes, deux schémas globalement similaires pour les deux sites (figure 3.41) qui
permettent de mieux visualiser les saisonnalités. Deux périodes de population maximales sont
observées. Une premiere, longue, est observée durant la seche de décembre a avril. Cette période
apparait cependant différente entre les deux sites. Sur le site Buena Vista, cette période de
croissance des population apparait unimodale et longue du fait de la variabilité des dates
d’apparition de ce pic de populations d’une année sur I’autre. Sur le site de Moca, cette période
de croissance des populations montre en revanche deux modes bien individualisés avec un premier
pic court en décembre donc stable dans le temps et un deuxiéme mode plus long de janvier a
avril. Une seconde, courte, est observée sur les mois de juin et juillet. Calées entre ces pics de
population on observe deux périodes différentes de régression des populations. Une premieére,
courte, située entre le pic de saison seche et le pic de saison des pluies montre des niveaux un peu
inférieurs a la tendance moyenne de la population (niveau zéro sur le graphique). Une seconde,
beaucoup plus longue, intervient durant la seconde moitié de la saison des pluies. Sur le site de
Buena Vista, cette période fait suite a une brusque chute des populations du pic de juin-juillet
pour ensuite montrer durant trois mois environ, d’ao(t a octobre, de faibles effectifs tres inférieurs
a la tendance moyenne de la population. Sur le site de Moca, on observe plutdt une régression
progressive des populations a partir de juillet pour tomber aux niveaux les plus faibles trés
inférieurs a la tendance moyenne de la population tout comme sur I’autre site, mais durant une
période tres courte sur le mois de novembre, en fin de saison des pluies. Les deux fonctions
trigonomeétriques de périodicité d’un an (fréquence fondamentale) des deux séries chronologiques
sont en phase (figure 3.41). Leur mode supérieur est centré sur le mois de mars (saison séche) et

leur mode inférieur sur le mois de septembre (saison des pluies).
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populations de Pratylenchus sur C. arabica sur deux sites a des altitudes différentes: 450 m (Buena Vista) et 1200 m (Moca). Les saisonnalités
sont visualisées par les harmoniques de fréquence importante dans le spectre.
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3.1.1.3. Structure des populations de Pratylenchus :

Elle reste assez stable au cours du temps et est similaire sur les deux sites. Les pics des
différents stades de développement de Pratylenchus, juveniles, femelles et méles, sont synchrones
(figure 3.42). La proportion de juvéniles est en moyenne égale a 50% de la population totale de
nématodes (sans les oeufs) des deux sites avec un minimum de 45% et un maximum de 70%. Le
sex ratio est en moyenne de 0,8 pour les deux sites avec un écart type de 0,2.Ce sex-ratio est
indépendant de la densité de populations de nématodes (P < 0,05). L’indice [oeufs / femelles]
observé sur le site de Buena Vista suit une relation linéaire négative avec la densité de population
totale (r2= 0,25 ; P = 0,0003 ; d = 0,94) (figure 3.43). Celui-ci diminue de plus de moitié en

moyenne entre les densités de populations les plus faibles et les densités les plus fortes.

3.1.1.4. Analyse des fluctuations :

L "autorégression des données de populations de Pratylenchus des deux sites sur un pas
de temps d’un mois montre qu’il n’y pas de populations en équilibre (figure 3.44). Dés les plus
basses densités observées, on observe une plus forte tendance des populations de nématodes a
croitre jusqu’aune certaine valeur de densité de population. Cette tendance de croissance culmine
pour le site de Buena Vista a une densité de populations d’environ 150 nématodes par g de
racines. Pour le site de Moca, elle culmine a des densité de populations d’environ 400 nématodes
par g de racines. Au delade ces valeurs critiques de densité de population, latendance d’évolution
des populations de Pratylenchus s’inverse. On observe alors exclusivement une décroissance des
populations. Cette valeur critique se situe entre 200 et 250 nématodes par g de racines pour le site

de Buena Vista et entre 500 et 550 nématodes par g de racines pour le site de Moca.

Pour les deux sites, on observe une relation linéaire (P < 0,05) entre le taux de
multiplication mensuel transformé en log et la densité de population également transformée en log
(figure 3.45). Le test d’égalité des deux coefficients de corrélation par la méthode de I’erreur
standard en utilisant la transformation argument tangente hyperbolique (Dagnelie, 1975) donne

un uds = 0,12 tres inférieur a la valeur théorique u097% = 1,96. On ne peut donc pas rejeter
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Figure 3.42. Densités de populations (nématodes par g de racines) et proportions (% de la population
totale) de juvéniles, femelles et males de Pratylenchus sur C. arabica sur les deux sites d’altitude
différentes a 450 m (Buena Vista) et 1200 m (Moca).



Densité de population de nématodes

Figure 3.43. Relation entre I’indice oeufs / femelle et la densité de population de Pratylenchus
par g deracines sur C. arabica pour les trente-six données mensuelles de suivi de populations
sur le site de Buena Vista. Les deux variables sont transformées en log X.
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Figure 3.45. Relation entre le taux de multiplication mensuel et les densités de populations de
Pratylenchus par g de racines de C. arabica sur deux sitesa des altitudes différentes : 450 m
(Buena Vista) et 1200 m (Moca). Les deux variables sont transformées en log(X). E = Densité
de population en équilibre (Pt] = PJ. *test de Durbin-Watson (d) sur I’autocorrélation des résidus.
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I’hypothése d’égalité (P< 0,05) des deux coefficients de corrélation obtenus pour les deux
populations de Buena Vista et Moca. La pente b de larelation linéaire de densité-dépendance du
taux de multiplication mensuel est pour le site de Buena Vista égale a -0,64 et pour le site de
Moca, égale a -0,74. Les faibles valeurs des coefficients de régression (0,36 et 0,35
respectivement) ne permettent pas de réaliser un test fiable pour vérifier I’égalité des pentes des

deux droites de régression.

La densité-dépendance linéaire du taux de multiplication mensuel des populations de

Pratylenchus observée sur les deux sites peut s’écrire en considérant un pas de temps t (mois) :

log (P,+#/P,)=1logc-b *log (P,)

Ce qui est une transformation logarithmique de la relation de densité-dépendance décrite par
Ferris (1985) et Duncan & McSorley (1987) :

P,+/P,=c *P"é ou bien P,+ =c *P~*

On déduit de ce modele la valeur E de densité de population pour laquelle on observe une
population globalement en équilibre, c’est a dire lorsqu’en moyenne P,+/ = P, ; soit log (P,+// P,)
=0.0Onadonc :E=cvwou log(E) = log c/ b.

Dapres les droites de régression calculées pour les deux siteson a :

- Pour Buena Vista, log (E) = 1,36/ 0,64 soit E ~ 135 nématodes par g de racines

- Pour Moca, log (E) = 1,83/0,74 soit E ~ 300 nématodes par g de racines

Les taux de multiplication mensuels maximum observés pour les deux sites de Buena Vista

et Moca sont de 3,3 et 6,3 ; respectivement.
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3.1.2. Discussion

Sur les deux sites, on observe des fluctuations importantes des populations de
Pratylenchus avec des pullulations breves et des chutes de populationstrés brusques (figure 3.38).
Les populations ne sontjamais tres longtemps en équilibre. De telles fluctuations brusques ont été
observées chez une population de P. coffeae sur Citrus en Floride (O’Bannon et al., 1972).
P. coffeae a également montré sa capacité a se multiplier trés rapidement sur Citrus en pots, en
provoquant des détériorations importantes de racines qui entrainent a leur tour des chutes rapides
des niveaux de populations de ce nématode (Radewald & O’Banon, 1971a et b).
Comparativement P. coffeae est connu pour présenter sur Citrus des taux de multiplication plus
élevés que d’autres espéces comme P. brachyurus ou Radopholus similis (O’Bannon etal., 1972
et 1976). Norton (1978) fait remarquer que ce genre de fluctuations rapides de populations est
commun chez les nématodes dont la reproduction est pourtant lente par rapport a bien d’autres
microorganismes. De ce fait, il considere que lapériode de croissance des pics de populations doit
impliquer I’éclosion soudaine d’un certain nombre d’oeufs. Quant a lapartie décroissante des pics
qui est tout aussi brusque, selon ce méme auteur, elle ne peut pas étre seulement due a une
diminution de la fécondité ou de la fertilité. Des facteurs adverses entrainant une mortalité et/ou
une émigration massives des nématodes dans les racines doivent probablement intervenir. La
nature des fluctuations de populations observées dans cette étude sont en accord avec les
concepts liés a la stratégie “r”, mentionnés par Barbault (1987) et Dajoz (1996), a savoir des taux
de multiplication élevés, des mortalités de type “catastrophe”, dans un milieu ou les conditions
varient brusquement. Norton (1978) généralise cette stratégie de type r au genre Pratylenchus
puisque les différentes especes qui le composent, présentent un cycle biologique relativement
court d’environ 30 jours a 45 jours et sont capables de pullulations trés rapides dans les diverses
cultures. En revanche, ces mémes auteurs rappellent que les niveaux de populations de
Pratylenchus observés dans les milieux naturels de prairies ou de foréts sont toujours faibles. Sur
les deux sites étudiés, les deux populations de Pratylenchus constituent lI’'unique espece
endoparasite dominante sur caféiers. Les résultats de I’étude montrent donc que dans ces
conditions, ces deux populations présentent une capacité élevée a coloniser une plantation de

C. arabica. De ce fait, on peut craindre I’explosion de telles populations suite a I’élimination
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d’autres espéces habituellement en compétition teilles que Meloidogyne exigua (Bertrand et al.,
1998). On peut supposer que I'utilisation de cultivars résistants aux Meloidogyne spp. (\VVoir
chapitre 1, § 1.6.2) et qui ne le seraient pas vis-a-vis de biotypes présents de Pratylenchus
pourrait entrainer une colonisation rapide du milieu par ces derniers. C’est ce qui pourrait
également étre observé suite a des applications de nématicides dont I’efficacité est souvent limitée
comme nous le verrons ultérieurement pour Pratylenchus (voir § 3.2 de ce chapitre) et qui laisse
donc toujours un inoculum résiduel plus ou moins important. C’est ce qui a été montré dans le
cas de Paratylenchus nanus, lequel développe également une stratégie “r”” avec des fluctuations
saisonniéres rapides et de forte amplitude (Boag & Alphey, 1988). Des pullulations importantes
de P. nanus ont en effet été observées par ces auteurs dans des parcelles traitées de
Lolium perenne / Trifolium repens en mélange, suite a la quasi disparition de
Rotylenchulus robustus, espece occupant la méme niche écologique mais de stratégie “K” et se
présentant habituellemnt comme espece dominante dans les parcelles non traitées au contraire de

P. nanus.

Les fluctuations des populations de Pratylenchus présentent sur les deux sites des
composantes saisonniéres perceptibles sur les courbes brutes de populations (figure 3.38) et
visualisés par les autocorrélogranmies (figure 3.39), les spectrogrammes (figure 3.40) et la
transformée filtrée de Fourier (figure 3.41). Les deux séries chronologiques de densités de
populations de Pratylenchus dans les racines de C. arabica présentent chacune une saisonnalité
de périodicité annuelle en phase I’une avec I’autre indiquant une tendance générale de niveaux de
populations plus élévés en saison seche et au début de la saison des pluies et de niveaux de
populations plus faibles durant la seconde moitié de la saison des pluies (figure 3.41). La fonction
d’autocorrélation montre néanmoins des coefficients de corrélations faibles pour les deux sites.
La répartition agrégative des nématodes contribue fortement a compliquer I’estimation des
populations (Sarah & Perrier, 1988 ; Sarah, 1991 ; Cilas et al., 1992) méme avec des stratégies
d’échantillonnage adaptées. De ce fait, la variabilité résiduelle liée a cette imprécision est toujours
trés forte. Le coefficient de variation moyen des données de densité de populations est de 58%.
Dans ces conditions, seul un suivi de longue durée, en tout état de cause supérieur aux trois et

quatre ans de suivi de ces études, permettrait de valider le modele de fluctuations saisonniéres.
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D’autres facteurs non observés dans cette étude contribuent probablement a la nature chaotique
des fluctuations de populations de Pratylenchus tels que les populations d’autres nématodes
phytoparasites ou bien des pathogenes secondaires en compétition avec Pratylenchus. La
composante saisonniére apparait moins clairement sur le site de Moca malgré les observations
bimensuelles (alors qu’elles sont mensuelles sur le site de Buena Vista) qui ne permettent pas

d’améliorer I’aspect chaotique de ces fluctuations de populations.

L’analyse fréquentielle fait apparaitre sur les spectrogrammes des deux séries
chronologiques, d’autres saisonnalités de périodicité plus courte. Pour le site de Buena Vista, la
seconde saisonnalité importante de 6 mois correspond a la fréquence d’apparition des deux pics
de populations de chaque année. La saisonnalité de 2,4 mois est vraissmblablement liée au
dédoublement du pic de populations de la saison seche de I’année 1992 et du rapprochement des
deux pics de I’année 1989 du fait d’un retard dans I’apparition du pic de la saison séche par
rapport aux autres années. L’absence de pics sur d’autres harmoniques indiquent que ces
saisonnalités sont bien définies dans cette série chronologique. Pour le site de Moca, les deux
autres saisonnalités importantes de 2 et 1,5 mois correspondent a deux fréquences différentes
d’apparition des pics. L’apparition de nombreux pics aux fréquences harmoniques et avec des
valeurs spectrales relativement élevées traduit la difficulté a reconstruire la cyclicité de la
chronique du fait de fluctuations importantes dans cette cyclicité et du fait du faible nombre
d’observations (Bourbonnais et Terraza, 1998). Il est d’ailleurs généralement recommandé de
disposer d’un nombre d’observations au moins égal a 6 fois la périodicité observée (David &
Michaud, 1989) alors que les deux séries ne comptent que trois et quatre cycles annuels. Il
convient donc d’étre prudent quant a I’interprétation des résultats de I’analyse fréquentielle de ces
deux séries, d’autant plus que de nombreuses perturbation apparaissent dans ces séries
chronologiques du fait de fréquents décalages climatiques d’une année sur I’autre. 11 n’a d’ailleurs
pas été procédé dans ce cas a une désaisonalisation des données qui aurait permis d’étudier le
chaos interne (mouvements résiduels et perturbations) considérant que le nombre de cycles
annuels étudiés ici est trop faible. Toutefois, I’expression trigonométrique des deux séries
chronologiques de données de populations de nématodes permet aprés filtrage (figure 3.41) de

mieux visualiser leurs composantes saisonniéres et de montrer que les les schémas de fluctuations
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sont globalement similaires malgré quelques variantes. Cependant [’analyse purement
mathématique ne peut en aucun cas rendre compte des décalages ou perturbations climatiques

régissant ici les fluctuations de populations.

Les deux périodes de croissance de populations de Pratylenchus sont tres différentes du
point de vue du régime hydrique (figures 3.38 et 3.41). La premiére période correspond a la
saison séche avec en général un seul pic observé sur le site de Buena Vista et apparemment deux
pics sur le site de Moca. La seconde période de croissance des populations a lieu au début de la
saison des pluies. 1l n’y a donc pas de relation simple et directe entre I’apparition des pics de
populations et la quantité de précipitations. Il convient donc de rechercher d’autre facteurs
régulateurs des populations de Pratylenchus tel que les rythmes phénologiques de la plante qui
dépendent directement et fortement du regime climatique et principalement hydrique (voir
chapitre 1§ 1.5).

La saison séche durant laquelle apparait une période de populations maximales de
Pratylenchus correspond a une période de croissance des racines les plus fines (Wakefiel, 1933 ;
Cannell, 1971 ; Huxley & Turk, 1975 ;Maestri & Barros, 1977). Cette période de croissance
radiculaire précede lapériode de croissance des tiges de mars a mai (Vasudeva & Ramaiah, 1979 ;
San Juan et al., 1982 ; Cannell, 1985). Il a été montré que I’attractivité des racines de plants de
Lycopersicon esculentum pour Meloidogyne hapla disparait lorsque la croissance radiculaire est
stoppée ou ralentie (Lowsbery & Viglierchio, 1961). De méme I’attractivité de Daucus carota
et Lycopersicon esculentum vis-a-vis de P. penetrans est proportionnelle au taux de croissance
de leurs racines (Lavallee & Rhode, 1962). La méme observation a été faite pour
Lycopersicon esculentum vis-a-vis de M. hapla (Weiser, 1955). La seconde période de croissance
des populations qui a lieu en juin-juillet durant la premiére moitié de la saison des pluies semble
également coincider avec une seconde période de croissance radiculaire. Celle-ci précéde en effet
un pic de croissance rapide des rameaux de juillet a septembre (Vasudeva & Ramaiah, 1979 ;
Cannell, 1985) effectivement observe au Guatemala (San Juan et al., 1982). Ce pic de population
coincide certaines années, avec la courte période dite de “canicule” caractérisée par une moindre
pluviosité. Ces observations faites sur les deux périodes de populations maximales de

Pratylenchus en relation avec une croissance radiculaire plus importante des caféiers est enaccord
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avec les observations d’O’Bannon et al. (1972) ainsi que de Duncan & Noling (1987). Ces
auteurs ont en effet montré que les populations de Tylenchulus semipenetrans sur racines de
Citrus en Floride augmentent a la suite de la forte croissance radiculaire de ces arbres qui dans
ce cas intervient en automne. De méme, Quénehervé (1989 a et b) a montré que les pics de
populations de P. coffeae et Radopholus similis sur bananiers en Cote d’ivoire correspondaient
aux périodes d’émergence de racines des plants. Une étude des fluctuations d’une population
identifiée comme P. coffeae a été menée sur caféiers au Salvador (Gil-Faggiolly & Hanania-
Chavez, 1982) a une altitude de 1200 m donc similaire a celle du site de Moca. Ces auteurs ont
observé la présence d’un pic de populations au début de la saison des pluies, en mai-juin,
correspondant au pic observé enjuin-juillet sur les sites de I’étude. En revanche, ces auteurs n’ont
décelé aucun pic de populations durant la saison seche, les populations se maintenant a des
niveaux tres faibles durant toute la saison séche (< 20 nématodes par de racines), contrairement
aux observations de notre étude . Il est possible que des conditions particuliéres au site étudié ne
permettent pas la croissance des populations de Pratylenchus durant lasaison seche. 1l est de plus
possible que la population étudiée identifiée comme P. coffeae appartienne en effet a une autre
espece que celle(s) présente(s) sur les deux sites Buena Vista et Moca. Cette population pourrait
étre plus thermophile que ne le sont les isolats Buena Vista et Moca, tout comme le sont les
isolats Chitalon et Chamtaca ou I’espece P. coffeae selon diverses études (voir chapitre 3. §2.2.).
Dans ce cas, les basses températures habituellement enregistrées durant la saison seche a cette
altitude pourraient inhiber la croissance d’une population de Pratylenchus thermophile. Ces
auteurs observent d’ailleurs une corrélation positive entre les niveaux de populations et les
températures minimales prés du sol. Il faut cependant rappeler que leur étude ne s’est déroulé que
sur une année et qu’un phénomene exceptionnel aurait pu masquer le cycle de croissance de
populations durant cette période.

Il semble exister une corrélation négative entre les niveaux maximum de populations
atteints lors de la saison séche et la quantité de précipitations atmosphériques de la précédente
saison des pluies. Sur le site Buena Vista, les niveaux atteints lors des saisons séches de 1991 et
1992 sont supérieurs & ceux observés durant les saisons seches de 1989 et 1990. Or les pics de
1991 et 1992 ont fait suite a des précipitations annuelles de seulement 3800 et 3100 mm

respectivement (1990 et 1991) alors que lespics de 1989 et 1990 ont fait suite a des précipitations
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annuelles plus élevées de 4300 et 4800 mm respectivement (1988 et 1989). Il en est de méme
pour les site de Moca. Les deux pics tres marqués de la saison seche de I’année 1995 font suite
a une année (1994) a cumul de précipitations plus faible que les autres années (3700 mm). En
revanche, les pics de populations moins marqués des saisons seches des années 1994 et 1996 font
suite a des années (1993 et 1995) de plus fortes précipitations : 4600 et 5800 mm respectivement.
Cette tendance est tout a fait intéressante dans un but de prévision des populations de nématodes

et doit donc faire I’objet d’études complémentaires.

Les niveaux de populations de nématodes les plus bas de I’année sont observés en fin de
saison des pluies sur le site de Buena Vista aprés que fiit produit le pic de population de la
premiére moitié de la saison des pluies (juin-juillet) ou bien au tout début de la saison seche juste
avant le pic de populations de la saison séche sur le site de Moca (figure 3.38). Sur les deux sites,
ces périodes de faibles densités de populations de Pratylenchus coincident avec 1’époque de
maturation des fruits. La date a laquelle débute cette période de maturation des fruits dépend
d’une part des dates de floraison déclenchées par les premieres pluies et d’autre part de I’altitude
qui va influer sur la durée de développement des fruits. 11y a donc un retard de maturité des fruits
sur le site de Moca par rapport au site de Buena Vista en relation avec latempérature plus faible
en altitude. En dehors de cette période de maturation, entre les deux périodes de pics de la saison
séche et du début de la saison des pluies, les populations se maintiennent a des niveaux
intermédiaires.

Pour expliquer les faibles niveaux de population de nématodes durant la maturation des
fruits, il faut rappeler que cette derniere a pour conséquence un drainage important des hydrates
de carbone vers les fruits aux dépens des racines et principalement des racines les plus fines qui
voient leur croissance stoppée avec une importante mortalité des plus fines radicelles (Cannell
& Huxley, 1969 ; Cannell, 1971). Ces radicelles sont généralement plus parasitées par
Pratylenchus que les racines déja lignifiées. Ces résultats sont en accord avec certaines
observations réalisées sur Citrus en Floride montrant que la diminution de la biomasse de
radicelles et la faible disponibilité d’hydrates de carbone dans les racines durant la fructification
provoquaient des faibles niveaux de population de Tylenchulus semipenetrans sur Citrus durant

I’été (Duncan & Cohn, 1990). Il a d’ailleurs été montré que I’élimination des fruits sur I’arbre
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durant 15 mois entrainait une augmentation de 40% de la fécondité des femelles de
T. semipenetrans, les niveaux de population augmentant en conséquence d’un facteur cing
(Duncan & Eissenstat, 1993).

D’autre facteurs importants a considérer sont les conditions du sol avec une humidité
permanente et des températures plutdt élevées avec un faible amplitude diume-noctume durant
la seconde moitié de la saison des pluies, en particulier sur le site de Buena Vista (annexes 3 et
4). Cette période est donc tout a fait favorable a des pathogénes secondaires tel que des bactéries
ou des champignons comme Fusarium spp. souvent associés aux attaques de nématodes (Minton
& Minton, 1963 ; Porter & Powell, 1967 ; Powell, 1971 ; Varela-Ramirez, 1983 ; Negron &
Acosta, 1989 ) et en particulier de Pratylenchus (Martin et al., 1956 ; Powel, 1963 et 1971 ;
Seinhorst, 1971 ; Mauza & Webster, 1982 ; Montalvo & Melendez, 1986). On peut imaginer que
les Iésions produites par les pullulations de Pratylenchus au début de la saison des pluies, comme
I’ont constaté O’Bannon et al. (1972) sur racines de Citrus, sont envahies tres rapidement par ces
pathogenes secondaires durant la deuxiéme moitié de la saison des pluies apres la canicule. 1l en
résulte une dégradation accélérée des racines entrainant du méme coup une importante diminution
du support alimentaire des populations de Pratylenchus. Cette importante dégradation des racines
a effectivement été observée lors des prélevements de racines durant cette période. Les
pathogénes secondaires constituent par exemple un facteur limitant important pour la croissance
des populations de R. similis dans les radicelles de Citrus (Ducharme & Price, 1966). Ces
pathogénes secondaires a croissance tres rapide entrent directement en compétition pour I’espace
et la disponibilité des ressources alimentaires. Les conditions moins favorables de la saison séche
pour le développement de ces pathogénes secondaires permettrait ainsi de limiter la dégradation
des racines infestées par les nématodes. Cela pourrait expliquer pourquoi les niveaux de
populations observés durant la période de régression en fin de saison séche n’atteignent pas des
niveaux aussi bas que ceux observés durant la période de régression intervenant durant la seconde
moitié de la saison des pluies.

Par ailleurs, Norton (1978) fait remarquer que d’une maniére générale, I’lhumidité
excessive du sol, qu’elle soit due aux précipitations ou a I’irrigation, entraine un déclin des
populations de nématodes. En Cdte d’ivoire, les niveaux de population de P. coffeae dans les

racines de bananiers sont corrélés négativement avec la quantité de précipitations atmosphériques
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(Quénéhervé, 1989a et b). Cet auteur n’observe d’ailleurs aucun pic de populations ni de
P. coffeae ni de Radopholus similis durant la saison des pluies. Les mémes observations
également été faites pour Tylenchorhynchus spp. en Louisiane (Hollis & Fielding, 1958). De
méme, un ralentissement de la croissance des populations de P. brachyurus dans les racines de
Ananas comosus est observé durant la période de plus grande pluviosité lorsque les sols sont
saturés en eau (Sarah & Hugon, 1991). L’augmentation des fréquences et des volumes
d’irrigation sur Citrus ont un effet dépressif sur les populations de Hemicycliophora arenaria
probablement du fait d ’une mauvaise diffusion d’oxygene dans le sol affectant lareproduction des
nématodes et/ou la croissance des racines (Van gundy et al., 1968). 1l a d’ailleurs été démontré
que I’immersion des sols pouvait étre un moyen de lutte contre les nématodes (Hollis &
Rodriguez-Kabana, 1966 ; Sarah et al., 1983). On peut cependant s’interroger sur un réel effet
direct de saturation en eau du sol sur les populations de nématodes dans le cas présent puisque
les sols des deux sites de I’étude sont de nature volcanique (sols andiques) et possedent donc un
potentiel drainant tres important (Muller, 1996). Les fluctuations de populations de P. coffeae
dans le sol (0-25 cm de profondeur) au voisinage des racines de C. arabica, C. canephora et
Citrus reticulata ont été étudiées dans le sud de I’Inde ou le régime hydrique est globalement
similaire a celui observé au Guatemala (Kumar, 1991). Cet auteur a observé sur ces trois plantes,
un seul pic de populations de P. coffeae dans le sol, en fin de saison des pluies, d’aolt a octobre.
Ce pic de populations au niveau du sol coincide donc avec nos observations de niveaux de
populations les plus bas, dans les racines. Une hypothese serait que ces populations observées
dans le sol par Kumar (1991) résultent d’une migration importante des nématodes des racines vers
le sol du fait de conditions trop défavorables dans les racines. Gil-Faggiolly & Hanania-Chavez
(1982) dans leur étude sur C. arabica au Salvador, ont observé durant la période, de juillet &
septembre, de faibles niveaux de population de P. coffeae dans les racines (60 nématodes par ¢

de racines), en accord avec nos résultats.

La structure des populations de Pratylenchus reste & peu prés stable tout au long de
I’année, sur les deux sites. Les fluctuations de populations des différents stades de développement,
juvéniles et adultes des deux sexes, sont synchrones. Les mémes observations ont été faites pour

P. penetrans sur Solanum tuberosum (MacGuidwin, 1989) et sur Rubus idaeus Vrain et al.
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(1997). Sur les deux sites d’étude, les variations observées sur le sex-ratio, de I’ordre de 25%,
semblent aléatoires (voir populations de méles et femelles, figure 3.42). Aucune relation simple
n’a pu étre mise en évidence entre le sex-ratio et la densité de populations ou le régime hydrique
ou les rythmes physiologiques des caféiers. De plus, les autocorrélogranmies des deux séries
chronologiques de valeurs du sex-ratio ne montrent aucune saisonnalité claire et I’on n’observe
qu’un bruit blanc au cours du temps. Le déterminisme de la différenciation sexuelle chez des
espéces amphimictiques de Pratylenchus comme P. coffeae et P. vulnus semble étre de type
chromosomique bien que cela n’ait pas été formellement démontré (Roman & Triantaphyllou,
1969 ; Triantaphyllou, 1971). Les variations observées au niveau du sex-ratio résulteraient donc
d’effets du milieu sur la survie de I’un et/ou I’autre des deux sexes, au stade adulte ou juveénile.
Les principaux facteurs faisant varier les parameétres de survie de fagon différentielle entre les deux
sexes restent a identifier. Il apparait une densité-dépendance de I’indice oeufs / femelles
(figure 3.43). Cette relation peut s’expliquer par une perte de fertilité des femelles aux plus fortes
densités de populations et/ou par une diminution du taux d’éclosion des oeufs aux faibles densités
parce qu’elles coincident avec des périodes défavorables, en fin de saison des pluies et durant la

phase de maturation des fruits.

Il apparait sur les deux sites une densité-dépendance de la croissance des populations de
Pratylenchus visualisée par I’autorégression des données de densité de populations (figure 3.44)
et larelation entre le taux de multiplication et la densité de population (figure 3.45). La premiere
relation permet de définir grossierement un seuil de population critique a partir duquel les
populations tendent toujours a décroitre. La seconde relation permet de calculer plus précisément
par régression linéaire un niveau de population d’équilibre E pour lequel la population en
moyenne ne croit pas. Cette densité-dépendance est due aux limitations des ressources
alimentaires et aux dégats générés sur I’hote (Ferris, 1985). 1l y a donc en plus des facteurs
régulateurs externes comme la physiologie de la plante héte, des facteurs intrinséques
d’autorégulation des populations par phénoménes de densité-dépendance. Il faut cependant
rappeler que les observations ne portent que sur les individus dans les racines et que l’aspect
migratoire des populations vers le sol n’est pas pris en compte. Cette densité-dépendance des

fluctuations saisonniéres de populations est exacerbée par I’échelle des foyers d’infestation des
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nématodes, ceux-ci étant concentrés sur des faibles portions de racines avec une distribution
fortement agrégative (voir chapitre 3 : §2.3.1.). Les conséquences de la dégradation du systéme
radiculaire engendrée par les nématodes et les pathogénes secondaires conduisent localement a
un épuisement rapide des ressources alimentaires, induisant une extinction des effectifs, sur les
sites d’infestation.

Les différents paramétres de croissance de la population de Moca sont tous supérieurs a
ceux observés pour la population de Buena Vista : les niveaux maximums de populations (800
nématodes par g de racines et 350 nématodes par g de racines, respectivement, figure 3.38) ; le
niveau critique a partir duquel les populations tendent toujours a décroitre (500 et 550 nématodes
par g de racines et 200 et 250 nématodes par g de racines, respectivement) ; les niveaux de
population d’équilibre E (300 et 135 nématodes par g de racines, respectivement) et les valeurs
maximums des taux de multiplication (6,3 et 3,3 ; respectivement). Cela peut s’expliquer par des
différences biologiques intrinseques entre les deux populations étudiées. La population de Moca
possederait selon cette hypothése une fécondité et une fertilité sur C. arabica plus importante que
la population de Buena Vista. La population de Buena Vista n’ayant pas pu étre inclue dans les
études comparées de capacités reproductive et parasitaire, cette hypothese reste a vérifier. Cela
peut aussi étre d0 a des conditions plus favorables sur le site de Moca. Elles peuvent étre d’ordre
abiotiques essentiellement climatiques en relations avec I’altitude, les conditions physico-
chimiques des sols étant globalement similaires (voir chapitre 2. § 1.1.). Elles peuvent étre
également d’ordre biotique : statut d’héte des caféiers en relation avec les conditions agro-
écologiques, les deux cultivars présents sur les sites étant génétiquement proches (voir chapitre
1§ 1.6.2) ; microflore et microfaune tellurique (autres pathogénes compétiteurs, prédateurs ou
parasites). Duncan & McSorley (1987) commentent cette influence du milieu sur les paramétres
de la relation de densité-dépendance de la croissance de populations de nématodes (taux
maximum de multiplication et valeur d’équilibre E) a travers de nombreux exemples : température
de I’air et du sol, humidité du sol, oxygénation du sol, fertilité du sol, texture du sol, pratiques
agronomiques. Dans ce sens une influence du milieu sur cette relation de densité-dépendance est
observée pour des populations de M. incognita sur Lycopersicon esculentum (Ferris, 1985).

Concernant la plante héte, les caféiers du site Moca ont un age supérieur a ceux de la

parcelle de Buena Vista (10 et 5 ans d’age respectivement, au début de I’étude). Mais plus
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important encore est le fait que les plants du site de Moca étaient en fin de cycle de taille (dernier
recépage en 1989) alors que le recépage avait eu lieu un an et demi avant le début de I’étude sur
le site de Buena Vista. Ils sont de plus cultivés a une altitude supérieure (1200 m contre 450 m)
avec un climat différent avec des températures plus basses et des précipitations plus importantes.
Dans ces conditions, les caféiers du site Moca pourraient constituer un héte plus favorable et/ou
plus tolérant que les caféiers de basse altitude du site Buena Vista puisque permettant de plus
hautes densités de populations maximales et d’équilibre. 1l a en effet été montré que le facteur
température a un effet important sur la croissance radiculaire. La température du sol optimale
pour lacroissance des racines de C. arabica se situe autour de 26°C tandis qu’au dessus de 28°C,
lorsque la température augmente la croissance des racines chute trés rapidement pour étre
totalement stoppée a 36°C (Franco, 1958 ; Magalhaes, 1975). Les températures de Iair sur le site
de Buena Vista, situé a basse altitude (450 m), sont en moyenne d’environ 25°C et a peu pres
constantes tout au long de I’année, les moyennes mensuelles de températures maximales étant
supérieures a 30°C tout au long de I’'année. On observe méme des maximums absolus de
température avoisinant les 40°C durant la saison séche et la seconde moitié de la saison des pluies
(voir chapitre 2. 8 1.1.). Sur le site de Moca, en revanche, les moyennes mensuelles de
températures maximales ne dépassent pas les 25°C. Les conditions de température a certaines
périodes de la saison séche sur le site de Buena Vista pourraient donc étre défavorables a la
croissance radiculaire. Cela pourrait expliquer pourquoi la période de populations maximums
observée durant la saison séche est de plus longue durée sur le site de Moca.

Une autre hypothése possible concernant le facteur thermique est un effet direct sur les
populations. Les isolats Buena Vista et Moca morphologiquement trés proches d’apres leur
observation au microscope électronique a balayage (voir chapitre 3. 8 1.1) pourraient appartenir
a une méme espece. L’isolat Moca dont I’optimum thermique se situerait entre 24°C et 27°C
semble montrer une forte sensibilité aux températures plus élevées avec un effet dépressif
important sur son développement dés 30°C (voir chapitre 3. §2.2). L’isolat Buena Vista semble
montrer un comportement similaire vis-a-vis de la température selon Hervé (1997). Le facteur
altitude pourrait de ce fait expliquer les différences observées sur les paramétres de croissance de
populations et les effectifs maximum atteints entre les deux sites. Les conditions thermiques du

site Buena Vista décrites dans le paragraphe précédent pourraient donc étre moins favorables au
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développement de la population de Pratylenchus présente sur ce site que ne le sont les conditions
du site de Moca. Les deux pics de températures maximales absolues avoisinant les 40°C en fin de
saison séche et en ao(t coincident d’ailleurs avec les deux périodes de régression des populations.
Méme si le facteur température n’explique probablement pas a lui seul ces périodes de régression
des populations, il pourrait y contribuer. Cela pourrait ainsi expliquer pourquoi les périodes de
régression de populations sur le site de Moca sont plus marquées. Ces hypotheses restent a
vérifier, ce qui implique tout d’abord une meilleur connaissance du cycle biologique de ces
populations et un suivi précis des températures du sol.

Un autre facteur a prendre en compte, également en relation avec la température et
I’humidité du sol, est laprésence de pathogénes secondaires. Ceux-ci peuvent en effet influencer
les paramétres de densité-dépendance puisqu’ils contribuent a la dégradation des racines infestées
par les nématodes, contribuant ainsi a limiter les disponibilités de ressources alimentaires et
d’espace pour les nématodes et donc leur taux de multiplication comme I’ont montré Ducharme
et Price (1966). L action de ces pathogénes secondaires sera d’autant plus déterminante que les
pics de populations de nématodes interviendront durant des époques qui leur sont favorables,
c’est-a-dire durant la saison des pluies ou I’numidité du sol est plus importante. Le développement
de ces pathogénes secondaires est également tres dépendant des conditions de températures,
d’humidité, d’oxygénation du sol et qui sont différentes entres les deux sites étudiés. On observe
des périodes prolongées (aolt-octobre) a faibles effectifs de Pratylenchus sur le site de Buena
Vista et qui n’apparaissent pas aussi bien marquées sur le site de Moca. Cette différence pourrait
s’expliquer par les températures plus élevées du site de Buena Vista et qui par conséquent

devraient étre plus favorables au développement de la plupart des pathogenes secondaires.

Implications pour la lutte contre Pratylenchus dans les cafeieres :

Les résultats de cette étude montrent la difficulté d’établir un seuil économique
d’intervention standardisé. Les fluctuations de populations de Pratylenchus au cours de I’année
sont tres rapides et avec des amplitudes trés importantes. De plus, la chronologie des fluctuations
des populations varie d’une année sur I’autre en relation avec la phénologie de la plante qui est

elle-méme dépendante des variations climatiques. La date de prélevement a donc une influence
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considérable sur les niveaux de populations qui peuvent étre observés. Ces variations extrémes
et rapides de populations ont également des conséquences au niveau de I’expérimentation au
champ. Elles obligent a des échantillonnages fréquents afin d obtenir des évaluation satisfaisantes
des niveaux de populations dans les parcelles expérimentales. Les différences de densités de
populations de nématodes en équilibre et maximums entre les deux sites montrent que le statut
d’hote des caféiers peut varier en relation avec les conditions de I’agrosystéme. Les niveaux de
populations observés peuvent donc avoir des significations différentes pour la plante selon le site.
On peut tout de méme tirer quelques tendances générales pour la lutte. Ces résultats confirment
que le début de la saison des pluies constitue une date optimale d’applications de nématicides pour
maitriser le pic de populations qui intervient en juin-juillet. Cependant il apparait important de
réaliser les applications le plus t6t possible tant que les populations sont encore a des niveaux bas
en particulier en altitude comme sur le site de Moca ou des pics de populations interviennent trés
tot durant la saison des pluies. Ces applications de nématicides doivent donc étre réalisées des que
I’lhumidité du sol le permet d’avril a mai suivant les années. La gestion du pic de populations des
saisons seches revét un intérét phytosanitaire important puisque ce pic intervient durant une
période importante de croissance radiculaire comme cela été discuté précédemment. Les
principaux produits nématicides utilisés actuellement sont formulés en granulés. Leur application
ne peut étre envisagée durant la saison seche puisqu’ils requierent une certaine humidité du sol
pour étre actifs. Des applications effectuées en fin de saison des pluies lorsque I’humidité du sol
est encore satisfaisante permettraient de contrdler le pic de la saison seche. 1l se pose alors un
probléme de toxicité puisque ces applications de nématicides coincideraient avec la période de
récolte a certaines altitudes. 1l est donc impératif de développer des méthodes alternatives a la

lutte chimique contre les nématodes dans les caféieres.

Conclusions etperspectives :

Les facteurs saisonniers des fluctuations de populations de Pratylenchus sur les deux sites
étudiés s’expliquent par les rythmes phénologiques des caféiers en interaction avec les facteurs
climatiques. Ces résultats sont en accord avec d’autres pathosystéemes également étudiés en

conditions tropicales ou subtropicales. C’est le cas de R. similis sur bananiers pour lequel les
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principaux facteurs affectant ses niveaux de populations sont les phases de croissance de laplante
et le régime hydrique (Jaramillo & Figueroa, 1974 ; Quénéhervé, 1989 a et b). De méme, les
fluctuations saisonnieres de densités de population de Tylenchulus semipenetrans sur Citrus sont
intimement liées aux rythmes phénologiques de la plante et plus particulierement les périodes de
croissance radiculaire et de fructification, en interaction avec le régime hydrique (Duncan & Cohn,
1990 ; Duncan & Eissenstat, 1993). De plus des facteurs intrinseques des populations de
Pratylenchus de densité-dépendance interviennent également pour autoréguler les populations
dans les racines en jouant probablement sur la fécondité des femelles et la survie des différents
stades physiologiques du cycle de développement.

Une meilleure compréhension des phases de régression rapide des populations dans les
racines de caféiers est nécessaire en tentant d’évaluer la part liée a une éventuelle migration des
nématodes des racines vers le sol et la part liee a des “mortalités catastrophes” par des étude de
dynamique de populations dans les deux “compartiments” racines et sol. La détermination des
facteurs régulateurs des populations de Pratylenchus sur une plante pérenne comme celle des
caféiers ne peut se faire sans une connaissance précise de la dynamique de croissance de la
biomasse radiculaire, en terme quantitatif mais aussi en terme qualitatif comme le mentionnent
Duncan & McSorley (1987) dans le cas des nématodes sur Citrus. Les variations de la
constitution chimique des racines, en relation avec les rythmes phénologiques de la plante
(croissance des rameaux, floraison, fructification et maturation des fruits) tel que laconcentration
en hydrates de carbone comme principale source nutritionnelle ou la concentration en composés
phénoliques comme éventuelle réponse de laplante aux infestations de nématodes constituent des
informations importantes pour lacompréhension des fluctuations de populations de Pratylenchus.

Les facteurs climatiques ont un effet direct sur les nématodes. La température semble
notammentjouer un role important sur I’amplitude des fluctuations de populations et les niveaux
d’équilibre moyens de ces populations d’organismes poikilothermes. Ce facteur expliquerait les
niveaux de populations (maximums et d’équilibre) supérieurs observés sur le site de Moca qui se
situe a une altitude supérieure. Ce facteur pourrait également expliquer la plus longue durée de
la période de populations maximums durant la saison seche. Ce facteur pourrait également
expliquer d’éventuelles différences de schémas de fluctuations de populations observées avec

d’autres especes plus thermophiles comme celle a laquelle appartient I’isolat Chitalon ou I’isolat
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Chamtaca. Des indicateurs climatiques telluriques précis permettraient une meilleure
compréhension des phénomeénes biologiques intervenant dans le sol tant au niveau du systeme
radiculaire de la plante que directement au niveau des populations de nématodes ou bien de
I’activité biologique du sol en général. La mesure de I’ETP permettant de calculer le bilan
hydrique du sol ainsi que le suivi complet des températures du sol, incluant les minimales et
maximales, sont donc indispensables. Une approche statistique des corrélations entre ces facteurs
climatiques et les populations de Pratylenchus par la méthode du corrélogramme proposée par
Goldwin (1982) pourrait permettre de déterminer pour chaque facteur climatique des périodes
critiques de I’année qui soient les plus influentes sur le développement des populations de
Pratylenchus comme cela a été fait pour d’autres ravageurs. Pierre et al. (1986) ont ainsi pu
montrer par cette méthode I’influence de réchauffements hivernaux sur les pullulations de
printemps des principales espéces de pucerons des céréales. Cette méthode statistique est d’autant
plus intéressante sur une culture pérenne comme celle des caféiers qu’elle permet d’étudier des
effets a long terme. Une désaisonnalisation de différentes séries chronologiques permettraient
également d’étudier les corrélations entre les fluctutaions erratiques et les perturbations avec les
facteurs climatiques de nature fortement accidentelle. On peut de plus envisager d’intégrer les
variables quantitatives relatives a la phénologie des caféiers tel que lacroissance des racines et des
rameaux. L ’alternance entre croissance des tiges et croissance radiculaire constitue un aspect
important dans les rythmes phénologiques des caféiers et qui d’une fagon générale influence les
populations de nématodes chez les plantes pérennes (Duncan & McSorley, 1987). Enfin la
réalisation de telles études devra se faire selon une approche par peuplements en prenant en
compte également les autres nématodes phytoparasites ainsi que, et surtout, les pathogenes

secondaires qui peuvent aussi contribuer a I’épuisement des ressources trophiques.
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3.2. Evaluation pour une population naturelle de Pratylenchus de sa capacité a causer

des dégats dans une caféiere et effets du greffage et des traitements nématicides

3.2.1. Résultats

Populations de nématodes :

Durant la premiére année d’échantillonnage (1992), les densités de populations de
Pratylenchus dans les parcelles avec applications de nématicide sont significativement inférieures
(P <0,05) acelles observées dans les parcelles non traitées, que les plants soient ou ne soient pas
greffés (tableau 3.17). Durant les années suivantes il n’apparait pas d’effet significatif (P £ 0,05)
du traitement nématicide sur les densités de populations de Pratylenchus.

Les densités de populations de Pratylenchus observées dans les parcelles de plants greffés
sont significativement inférieures (P < 0,05) a celles des parcelles de plants non greffés. La seule
exception concerne les données de 1993, année durant laquelle on n’observe pas de différence
significative (P < 0,05) entre plants greffés et plants non greffés, pour cette variable. Le
coefficient de variation sur les données méme transformées en log[+1] est de 45% pour cette
année. La densité de populations moyenne de Pratylenchus sur la durée totale de I’étude est pour
les parcelles de plants greffés, significativement inférieure (P < 0,001) a celle observée dans les
parcelles de plants non greffés.

Dans les parcelles de plants greffés, la densité de populations moyenne de Pratylenchus
est positivement corrélée (r2= 0,57 ; P = 0,031) avec I’indice d’ombrage (figure 3.46) tandis que
ce dernier n’influence pas significativement (r2= 0,15 ; P = 0,338) les densités de populations de

Pratylenchus dans les parcelles de plants non greffés.

Taux de mortalité desplants :

Durant la premiere année, le taux de mortalité des plants reste en dessous de 5% dans
toutes les parcelles expérimentales. Aucun effet significatif ni du traitement nématicide (P =

0,660) ni du greffage (P =0,380) n’est décelé. Les années suivante, le taux de mortalité de plants
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Tableau 3.17 Influence du greffage sur C. canephora et des traitements nématicides (deux applications par an de 1a 2 g de terbufos par plant) sur les densités de
populations de Pratylenchus sur caféiers.

Densités de populations de nématodes / g de racines

Année 1992 Année 1993 Année 1994 Année 1995 des m‘gf:ginées
Greffage Greffage Greffage Greffage Greffage
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
Traitement nématicide NG G NG G NG G NG G NG G
Sans 54 12 Ba 37 19 28 28 22 25 132 23 78 63 19 41
Avec 19 6 13b 38 19 29 29 8 18 135 29 82 5 15 35
Moyenne Ba 9b 23 33 19 28 29a 15b 22 134a 26b 80 59a 17 3
Effet greffage > ns > >
Effet nématicide ns ns ns ns
Interaction ns ns ns ns ns
CV (%) 20,8 451 27,4 20,7 21,0
Ecart Type résiduel 0,24 0,53 0,32 0,34 0,27

Les moyennes suivies d’une lettre différentes sont significativement différentes selon le test de Newman & Keuls (P < 0, 05)
*  Significatifau seuil P <0, 05

** Significatifau seuil P < 0, 001
Les données ont été transformées en log(x+1) pour réalisées I’analyse de variance



+ Sans nématicides
1,4 1 Avec nématicides

1,3 rR=057 P =0.031

1,5 2,5
Indice d'ombrage

Figure 3.46. Relation entre I’indice d’ombrage et la densité de populations moyenne de Pratylenchus
(moyenne des effectifs par g de racines, de 1992 a 1995 transformés en log[x+1]) dans les parcelles de
plants greffés de C. arabica, avec ou sans traitements nématicides (1 a 2 g de terbufos par plant, deux

fois par an).
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augmente beaucoup plus rapidement dans les parcelles de plants non greffés que dans les parcelles
de plants greffés (figure 3.47).

Concernant les plants non greffés, le traitement nématicide réduit significativement le taux
de mortalité de plants (P = 0,002 ; P = 0,007 et P - 0,006 en 1993, 1994 et 1995,
respectivement). Le taux de mortalité de plants des parcelles non traitées croit rapidement pour
atteindre en moyenne 24% ( min. = 12% ; max. = 36%) en 1993 et 50% (min. = 25% ;
max. = 76%) en 1995. Le taux de mortalité final est positivement corrélé (r2= 0,76 ; P = 0,005)
avec la densité de populations initiale de Pratylenchus (figure 3.48). L’indice d’ombrage est
négativement corrélé avec les taux de mortalité de plants observés en 1993 (r2= 0,65 ;P = 0,016)
et en 1994 (r2= 0,52 ; P = 0,044), mais ne I’est plus avec le taux de mortalité de plants final
observe en 1995 (r2= 0,42 ; P = 0,084).

Lorsque les plants sont greffés, le taux de mortalité de plants reste a un niveau trés bas sur
les quatre années d’étude sans observer d’effet significatifdu traitement nématicide (P = 0,833 ;
P=0,940 et P - 1,000 en 1993, 1994 et 1995 respectivement). Le taux de mortalité de plants
des parcelles de plants greffés atteint en moyenne 6% seulement ( min. = 0% ; max. = 15%) a la
fin de I’étude. Ce taux de mortalité de plants final n’est pas corrélé ni avec les densités de
populations de Pratylenchus (r2= 0,03 ; P = 0,932) ni avec I’indice d’ombrage des parcelles

concernées (r2= 0,04 ;P - 0,651).

Production desplants :

Les traitements nématicides n’ont pas d’effet significatifsur la production pour les trois
récoltes observeées (P =0,077 ;P —0,357 et P - 0,311 en 1993, 1994 et 1995, respectivement)
que les plants soient greffés ou non (figure 3.49).

La production des parcelles de plants non greffés en 1995 est négativement corrélée
(r2=0,87 ;P =0,001) avec la densité de populations moyenne de Pratylenchus (figure 3.50). La
production des parcelles de plants non greffés n’est pas significativement corrélée avec I’indice
d’ombrage (r2=0,47 et P = 0,060 ;r2=0,43 et P = 0,079 ;r2=0,17 et P = 0,314 ;en 1993,1994
et 1995 respectivement). Cependant le coefficient de corrélation entre la production de la

premiére récolte en 1993 et I’indice d’ombrage approche le seuil de signification (P ~ 0,05).
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Figure 3.47. Taux de mortalité de plants observés au moment de la récolte , un, deux, trois et quatre ans
aprées plantation (1991) dans les parcelles de plants greffés et non greffés de C. arabica parasités par
Pratylenchus avec ou sans nématicides (1 a 2 g de terbufos par plant, deux fois par an). Les données
suivies de la méme lettre ne sont pas différentes selon le test de Newman & Keuls (P <0,05). as. :pas

de différence significative (P <0,05).

100
Sans nématicides
Avec nématicides
g' 80 =076 P =0.005
Q
60

1 1,2 1,4 1,6 1,8
Nématodes par g de racines

Figure 3.48. Relation entre la densité de populations initiale de Pratylenchus en 1992 (moyenne des
effectifs de nématodes par g de racines transformés en log[x+1]) et le taux de mortalité de plants non
greffés de C. arabica, avec ou sans nématicides (1 a 2 g de terbufos par plant, deux fois par an).
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Non greffés:  j~J  Sans nématicides 0 Avec nématicides
Greffes : [*] Sans nématicides N Avec nématicides

Figure 3.49. Production de café cerise des parcelles de plants greffés ou non greffés de C. arabica
parasité par Pratylenchus, avec ou sans traitements nematicides ( 1a 2 g d terbufos par plant, deux
fois par an), deux, trois et quatre ans apreés plantation ( 1991). Les tirets sur les barres représentent
leur écart type. Les valeurs représentées par des barres avec la méme lettre ne sont pas
significativement différentes selon le test de Newman & Keuls (P < 0,05).

Y =-6232 * X+ 13180

ja
55 r2=0.87 P = 0.0008
X
(030 \ +
a
Ch Q
|
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0 i i i r

1 1,2 1,4 1,6 1.8 2 2,2
Pratylenchus sp. par g de racines

Sans nématicides Avec nématicides

Figure 3.50. Relation entre la densité de populations moyenne de Pratylenchus (moyenne des effectifs

de nématodes par g de racines de 1992 a 1995, transformés en log [x+1]) et la production de cerises de
café a la troisieme récolte (1995) dans les parcelles de plants non greffés de C. arabica, avec ou sans

traitements nématicides (1 a 2 g de terbufos par plant, deux fois par an).
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La production moyenne des parcelles de plants greffés est approximativement de 15 000
kg/hapour lestrois récoltes observées. Celle-ci est 250% supérieure a laproduction moyenne des
parcelles de plants non greffés pour la méme période (figure 3.49). La production des parcelles
de plants greffés n’est pas corrélée (P < 0,05) avec la densité de populations moyennes de
Pratylenchus calculée jusqu’a I’année de récolte (r2=0,45 et P = 0,068 ;r2=0,45 et P = 0,613
;r2=0,00 et P = 0,915 ; en 1993, 1994 et 1995, respectivement )

Les trois parcelles de plants non greffés, les moins infestées, ont une densité de
populations moyenne de Pratylenchus similaire a celle des trois parcelles de plants greffés les plus
infestées (approximativement 25 nématodes par gramme de racines). Cependant la production
de 1995 des trois parcelles de plants greffés est significativement supérieure (P = 0,017) a celle
des trois parcelles de plants non greffés : 16 000 kg/ha contre 5 300 kg/ha. Dans ces mémes
parcelles, le taux de mortalité de plants moyen est de 6% pour les parcelles de plants greffés

contre 32% pour les parcelles de plants non greffeés.

3.2.2. Discussion

Les fortes densités de populations de Pratylenchus observées dans les racines des plants
non greffés conduisent a un important phénomeéne de die-back et d’importantes pertes de recolte
attestant de I’importante capacité de ce nématode a produire des dégats sur C. arabica. Le taux
de mortalité des plants non greffés reste faible durant la premiére année de plantation méme dans
les parcelles montrant les niveaux les plus élevées d’infestation de nématodes (figure 3.47). Le
taux de mortalité de ces plants augmente ensuite tres rapidement. Dans les parcelles de plants non
greffes les plus infestées, le taux de mortalité de plants atteint 75% aprés la troisiéme récolte. Ces
résultats montrent que les conséquences économiques peuvent étre considérables dans ces
conditions, & cause des pertes de récolte et des colts de replantation qui sont élevés pour une
culture pérenne comme celle des caféiers. Le taux de mortalité de plants observé alafinde I’étude
(durant I’année 1995) est fortement corrélé avec la densité de populations initiale de Pratylenchus
(de I’année 1992) (figure 3.48). On en déduit que les densités de populations initiales durant les
premiéres étapes de croissance de laplante repreésentent un facteur critique pour le développement

de celle-ci par la suite. Concernant la production des parcelles de plants non greffés, la forte
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dépendance linéaire entre la troisieme récolte et la densité de populations moyenne de
Pratylenchus démontre également la forte capacité de cette population de Pratylenchus a causer
des dégats sur C. arabica (figure 3.50). Les parcelles de plants non greffés les plus infestées
produisent vingt fois moins que les parcelles les moins infestées. Ce sont les premiers résultats
connus en Amérique Centrale sur I’évaluation de la capacité d’une population naturelle de
Pratylenchus a causer des dégats sur C. arabica au champ.

Enrevanche, cette population de Pratylenchus semble avoir une faible capacité parasitaire
sur plants greffés. Les densites de populations de Pratylenchus dans les parcelles de plants greffés
sont constamment inférieures a celles observées dans les parcelles de plants non greffés. Ces
résultats indiquent I’existence de facteurs de résistance partielle chez C. canephora a cette
population de Pratylenchus (tableau 3.17). L’existence de résistance partielle a P. coffeae a été
observée en Inde chez une descendance non clonée de C. canephora cv. Robusta (Coffee Board
Dept., 1971). Deux clones de C. canephora cv. Robusta ont montré un fort niveau de résistance
a P. coffeae en Indonésie (Est de Java) (Toruan-Mathius etal., 1995). P. coffeae montre sur une
lignée de C. canephora cv. Robusta une dynamique de pénétration plus lente que sur C. arabica
(Kumar, 1982). Ces observations appuient donc les résultats obtenus au champ au cours de cette
étude, démontrant que le greffage sur C. canephora permet une lutte efficace contre les
populations de Pratylenchus.

Les densités de populations de Pratylenchus n’influent pas sur les taux de mortalité des
plants greffés qui de toute fagon se maintiennent a des niveaux trés bas (< 15%) dans toutes les
parcelles (figure 3.47). Elles n’influent pas non plus sur la production des parcelles de plants
greffés. La gamme de densités de populations de nématodes observées dans les parcelles de plants
greffés, large mais inférieure a celle des densités observées dans les parcelles de plants non greffés,
semble donc se situer en deca du seuil de tolérance de ces plants greffés tel qu’il est défini par
Seinhorst (1965, 1998). Il s’agit pour ce dernier de la valeur au dela de laquelle la densité de
population du nématode induit des dommages a la plante parasitée. En conséquence, il peut étre
déduit de ces résultats que, dans les conditions de I’expérience, la production des parcelles de
plants greffés est proche de la productivité de ces plants en absence de nématodes.

Durant la troisiéme récolte, toutes les parcelles de plants greffés produisent en moyenne

trois fois plus que la plus productive des parcelles de plants non greffes. Des différences de
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tolérance pourraient étre impliquées mais la productivité des plants non greffés en absence de
nématodes dans les conditions de I’expérimentation n’est pas connue. On ne peut donc pas
conclure sur I’existence au champ d’une plus grande tolérance des plants greffés aux attaques de
Pratylenchus (voir chapitre 1. § 2.8 ; Bos & Parlevliet, 1995) ou bien sur I’effet positifdu porte-
greffe C. canephora sur la productivité des plants de C. arabica. Il est possible que ces deux
effets influent conjointement sur la production observée mais la contribution relative de chacun

de ces deux parameétres reste a déterminer.

Que les plants soient greffés ou non, les traitements nématicides permettent une réduction
significative des densites de populations de Pratylenchus uniquement durant la premiere année
d’échantillonnage (année 1992), avant que les plants ne commencent a produire. Ces traitements
n’ont plus d’influence sur les populations de nématodes par la suite, méme lorsque la dose est
augmentée a 2 g par plant, a la fin de la troisieme année de plantation. Cependant, la réduction
significative par les traitements nématicides des densités de populations initiales de Pratylenchus
en 1992 entraine d’une part a un ralentissement du processus de die-back observé sur les plants
non greffés et d’autre part une diminution significative du taux de mortalité de plantsjusqu’a la
fin de I’étude. Ces résultats sont en accord avec I’hypothése déja mentionnée selon laquelle les
infestations précoces de Pratylenchus durant les premiéres étapes de croissance des plants est
déterminante pour la capacité de développement des plants par la suite. Malgré cet effet positif,
les traitements nématicides ne permettent pas d’augmenter significativement la production des
parcelles de plants non greffés. Seule une tendance non significative d’augmentation de la
production durant lapremiere récolte est observée dans les parcelles traitées en comparaison avec
celles qui ne le sont pas (figure 3.49). Cette tendance s’amenuise ensuite au cours du temps. Cette
différence de reponse des plants aux traitements nématicides, sur le plan de la mortalité et de la
production, peut étre expliquée par le fait que dans les parcelles ou un taux de mortalité éleve est
observé, la diminution du nombre de plants est compensée par I’laugmentation de la productivité
des plants restants. Cette relation entre production par unité de surface et la densité de plantation
a largement été décrite par divers auteurs ( Browning & Fisher, 1976 ; Kuguru et al., 1977). Le
mode agrégatif de répartition spatiale des nématodes dans les parcelles de caféiers ou d’autres

cultures (Sarah & Perrier, 1988 ; Sarah, 1991 ; Cilas et al., 1992) rend d’autant plus fréquente
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ce genre d’observations. La dose de terbufos appliquée dans cette expérimentation est en accord
avec les recommandations de I’Association Nationale du Café au Guatemala (ANACAFE, 1998).
Dans les conditions de I’étude, cette dose du nématicide apparait clairement insuffisante pour
permettre une protection durable des plants non greffés sensibles a Pratylenchus. En revanche,
une augmentation de la dose ou de la fréquence d’application du nématicide impliquerait un
accroissement des co(ts de production peut-étre incompatible avec les contraintes économiques
de production et aurait un impact négatif considérable sur I’environnement. Pour les plants
greffés, partiellement résistants, les traitements nématicides ne montrent pas d’effet significatif
ni sur leur taux de mortalité ni sur leur production (figures 3.47 et 3.49). Cela est probablement
dd au fait que, comme cela a déja été mentionné, les densités de nématodes observées dans les
racines de ces plants greffés sont en deca de leur seuil de tolérance.

L’ombrage a des effets différents sur les caféiers et les populations de Pratylenchus, selon
que les plants sont ou ne sont pas greffés. L’ ombrage semble augmenter la tolérance des plants
non greffés aux attaques de Pratylenchus durant leur phase initiale de croissance puisque
I’ombrage permet de réduire le taux de mortalité de ces plants durant la premiére année de
production. Ces résultats sont en accord avec les observations de Sturdy (1935) et de Montoya
etal., {1961), qui ont montré que chez les caféiers le die-back augmente avec I’intensité lumineuse
en relation avec leur physiologie adaptée au milieu de sous-bois (voir chapitre 1, § 1.5).
L’ ombrage limite également le stress hydrique des caféiers durant la période seche en limitant les
températures excessives et les pertes majeures d’hygrométrie (Willson, 1985 ; Wrigley, 1988;
Beer et al., 1998). Cet effet de I’'ombrage a pu étre d’autant plus important sur les plants non
greffés que leur systeme radiculaire était endommagé par les attaques de Pratylenchus. Il est
démontré en effet que la sensibilité (sensu Bos & Parlevliet, 1995 ; voir chapitre 1§ 2.8 ) des
cultures a la sécheresse est considérablement augmentée lorsque ces dernieres sont fortement
infestées par Meloidogyne spp. (O’Bannon & Reynolds, 1965). Des études menées sur
Solanum tuberosum ont montré que le parasitisme de cette plante par P. penetrans entraine une
réduction importante de la conductivité de I’eau dans les racine (Wilcox-Lee & Loria, 1987). Il
estpossible par la suite, que I’effet négatifdes attaques de Pratylenchus surpasse et masque I’effet
bénéfique de I’'ombrage qui, en conséquence, ne montre plus d’influence significative sur les taux

de mortalité finaux observés pour les plants non greffés sensibles aux nématodes.
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Sur plants greffés, I’ombrage montre un effet antagoniste sur les densités de populations
de nématodes (figure 3.46). Ces résultats peuvent étre liés a la tendance pour les plants greffés
a produire plus lorsque I’indice d’ombrage de la parcelle est plus élevé. Cela est en accord avec
I’effet négatifbien connu de I’'ombrage sur I’initiation florale et donc la production des caféiers
lorsque les conditions de fertilité du sol sont suffisamment bonnes (Cannell, 1985 et Wrigley,
1988). L’ombrage pourrait donc favoriser I’expression des facteurs de résistance partielle aux
Pratylenchus du fait de I’influence qu’il a sur la charge en fruits des caféiers et par suite sur leur
état trophique. Il a été montré que des déficits nutritionnels chez Camelia sinensis et chez des
porte-greffes Prunus avium réduisent leurs niveaux de résistance partielle a P. loosi
(Gnanapragassam, 1982) et a P. penetrans (Melakeberhan et al., 1997), respectivement. D’une
facon géneérale, I’expression des facteurs de résistances partielles dont le déterminisme est
polygénique (Nelson , 1978 ; Parlevliet, 1979) est trés susceptible d’étre influencée par
I’environnement. Ces hypotheses sur les effets multiples de I’ombrage doivent étre confirmées.
Ces études peuvent avoir des retombées importantes car I’usage des arbres d’ombrage dans les
caféiéres revét par ailleurs un intérét agronomique et socio-économique important (voir chapitre
Introduction. § 1.5.2) pour des pays comme le Guatemala ou le Salvador ainsi qu’un intérét

écologique également important.

Enconclusion, C. arabica apparaittres sensible et peutolérant (“sensible” et “susceptible”
selon la terminologie anglophone) sensu Bos & Parlevliet (1995) a la population présente de
Pratylenchus. La lutte contre ce parasite ne peut étre assurée par de seuls traitements nématicides.
La pratique agronomique de culture de C. arabica de pied franc sous ombrage ne permet pas
I’acquisition d’une tolérance suffisante de cette culture aux attaques de Pratylenchus. Comme
dans le cas des études précedentes réalisées avec le cultivar Catuali, les présents résultats observés
sur le cultivar Caturra peuvent étre généralisés a la plupart des cultivars de C. arabica
actuellement exploités parce que tous issus d’une base genétique étroite (voir chapitre 1§ 1.6.2).
Lapratique du greffage sur C. canephora apparait donc comme un moyen nécessaire pour lutter
efficacement contre les populations de Pratylenchus au Guatemala. Des recommandations sur
I’usage de porte-greffes C. canephora pour lutter contre P. coffeae sur culture de C. arabica ont

déja eté faites de facon empirique au Guatemala par Schieber et al. (1966) et Reyna (1968). Des
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recommandations similaires ont également été faites en Indonesie par Palanichamy (1973). Les
résultats de cette étude constituent la premiére démonstration en milieu réel de I’efficacité du
greffage sur C. canephora pour lutter contre Pratylenchus spp. en Amérique Centrale. Par
ailleurs, il existe une importante variabilité génétique chez C. canephora (Leroy, 1993). De plus,
une ample gamme de niveaux de résistance a P. coffeae a été observee en Indonésie entre les
differents clones de C. canephora, dont certains se sont révélés tres sensibles a ce parasite
(Toruan-Mathius, 1995). Il apparait donc important d’inclure les facteurs de résistance partielle
aux Pratylenchus spp. dans les programmes actuels de sélection de Coffea spp. principalement
orientés vers les résistance aux Meloidogyne spp. Il devra alors étre tenu compte de la diversité
du complexe parasitaire comme nous venons de le voir dans la partie précédente. Les traitements
nématicides n’apparaissent pas pertinents pour augmenter [|’efficacité de lutte contre
Pratylenchus sp. sur plants greffés, dans les conditions de I’étude. La prise de décision
d’appliquer ou non des nématicides sur plants greffés doit tenir compte des conditions locales.
Tout d’abord, la connaissance de I’espéce ou des espéce présentes est nécessaire d’ou lanécessité
de connaitre la répartition géographique des espéces et/ou biotypes de Pratylenchus spp.
parasitant les caféiers et I’élaboration doutils rapides d’identification. Les niveaux de populations
présents dans la plantation a renouveler doivent également étre considérés et contribuer a la prise
de décision. Enfin, des étude complémentaires devraient permettre de définir I'importance du role
d’un systeme de culture sous ombrage sur I’expression globale des facteurs de résistance a
Pratylenchus spp. en tant que régulateur climatique et facteur ameéliorant la fertilité des sols en
particulier dans le cas des sols d’origine volcanique fréquents dans les zones de culture de

C. arabica en Amérique Centrale.
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Chapitre 4 : Conclusions générales etperspectives

Sur la diversité morphologique et biologique intra- et/ou interspécifque des isolais

étudiés :

L’étude menée sur la caractérisation d’isolats de Pratylenchus a révélé deux niveaux de

diversité (tableau 4.1).

Le premier niveau a été mis en évidence a la fois par des caracteres morphologiques et
biologiques. Les observations au microscope électronique a balayage ont permis de separer les
quatre isolais étudiés en deux groupes, d’aprés laconfiguration du premier anneau céphalique des
femelles mais aussi des males. Selon la nomenclature de Corbett & Clark (1983), basée
uniquement sur la configuration du premier anneau céphalique des femelles, les isolats Chitalon
et Chamtaca appartiennent au groupe | et les isolats Moca et Buena Vista appartiennent au
groupe Il. 1l apparait de plus, en accord avec I’existence de ces deux morphogroupes, deux
phenotypes majeurs pour les queues des femelles. Les femelles des isolats Chitalon et Chamtaca
présentent des queues de forme plutdt cylindrique a extrémité distale tronquée ou largement
arrondie tandis que les femelles des isolats Moca et Buena Vista présentent des queues de forme
plutdt conoide a extrémité distale pointue ou finement arrondie. La variabilité de ce caractére
oblige cependant a beaucoup de prudence quant a I’interprétation de ces différences “moyennes”
observées entre isolats. Certaines données biologiques ont permis de fortifier la dichotomie
constatée pour les isolats de I’étude a partir de laconfiguration du premier anneau céphalique. Les
isolats Chitalon et Chamtaca appartenant tout deux au groupe | de Corbett & Clark (1983)
montrent une méme capacité reproductive et un optimum thermique similaire ou proche compris
entre 27°C et 30°C, en élevage monoxeénique sur rondelles de carottes in vitro. L’isolat Moca
appartenant au groupe Il de Corbett & Clark (1983) se différencie également des deux autres
isolats en élevage monoxénique par une capacité reproductive beaucoup plus faible et un optimum
thermique inférieur compris entre 24°C et 27°C. L’isolat Buena Vista qui n’a pas pu étre inclus
dans les études de comportement biologique a montré dans une autre étude réalisée dans les
mémes conditions d’élevage monoxénique un optimum thermique apparemment similaire entre
24°C et 27°C et une capacité parasitaire egalement tres inférieure a celle observée pour I’isolat

Chitalon (Hervé, 1997).
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ISOLATS
BUENA VISTA MOCA CHITALON CHAMTACA

Observations au microscope électronique a balayage

Groupe Il de Corbett & Clark (1983) Groupe I de Corbett & Clark (1983)
selon le leranneau céphalique des femelles, selon le leranneau céphalique des femelles,
(configuration du leranneau céphalique des (configuration du leranneau céphalique des
males différente de celle des femelles) males semble identique a celui des femelles)
=P. gutierrzi ;P. pseudocoffeae =P. coffeae ;P. loosi
Phénotype majeur des queues de femelles Phénotype majeur des queues de femelles
conoide a extrémité distale pointue cylindrique a extrémité distale tronquée
ou finement arrondie MAIS grande variabilité ou largement arrondie MAIS grande variabilité
Hervé71996)"" Capacité reproductive sur rondelles de carottes in vitro :
forte
faible faible
Optimum thermique :
Optimum thermique : Optimum thermique : 27-30°C
24-27°C 24-27°C
SP. coffeae

Analyse factorielle discriminante sur les caractéres morphométriques

12

Capacité parasitaire sur C. arabica

Intermédiaire : Forte : Faible :

Dynamique de pénétration Dynamique de pénétration Dynamique de pénétration

intermédiare rapide lente
Capacité reproductive Capacité reproductive Capacité reproductive
intermédiaire intermédiaire intermédiaire

Tableau 4.1. Tableau synoptique résumant la diversité morphologique et biologique observée entre
quatre isolais de Pratylenchus.
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Un second niveau de diversité, mis en évidence par des parametres morphométriques et
biologiques, a permis de différencier les trois isolats Moca, Chitalon et Chamtaca. L’analyse
multivariable de I’ensemble des différents descripteurs morphométriques proposés par Loof
(1991) a permis de discriminer les individus en accord avec leur appartenance a chacun des trois
isolats. L’interprétation de ces distances phénologiques entre isolats d’un point de vue de
taxinomique reste cependant délicate. Dans les conditions homogenes d’élevage de ces études,
les différences observées entre isolats pour les descripteurs morphomeétriques peuvent constituer
un indicateur de diversité biologique inter- ou intraspécifique comme cela a été observé entre
différents isolats géographiques de P. vulnus (Pinochet et al., 1993,1994 ; Doucet et al., 1996).
Les différences morphométriques observées entre isolats dans cette étude ne permettent en aucun
cas aelles seules de postuler sur leur statut taxinomique relatif, c’est a dire sur leur appartenance
ou non a ces especes différentes. Le critere d’espece généralement accepté n’est pas le degré de
différence morphologique mais la preuve que deux groupes ne se reproduisent pas entre eux dans
lanature (Mayr, 1974 ; Futuyma, 1986 ; Ridley, 1997) selon le concept énoncé par Mayr (1942)
: “Les espéces sont des groupes de populations naturelles interfécondes, isolées dupoint de vue
reproductifdes autresgroupes équivalents.” Les isolats de I’étude se reproduisant selon un mode
amphimictique obligatoire I’application de ce concept biologique de I’espéce en est d’autant plus
facile. De fait, un isolement reproductifa été constaté d’une part entre I’isolat Moca et Chitalon
en accord avec la dichotomie mentionnée préecedemment et d’autre part entre I’isolat Chitalon et
Chamtaca scindant en deux le groupe précédemment constitué par ces deux isolats. L’indice
d’isolement reproductif doit cependant encore étre précisé. Les mécanismes pré ou

postcopulatoires de cet isolement reproductif restent également a identifier.

En relation avec cette différenciation morpho-biologique des isolats Moca, Chitalon et
Chamtaca, tous trois ont montré une capacité parasitaire difféerente sur C. arabica. Les isolats
Chitalon et Chamtaca, plus particulierement, présentent des différences trés importantes de leur
capacité parasitaire le premier se montrant tres agressifavec une dynamique de pénétration tres
rapide et une forte capacité reproductive sur cet hote tout au contraire de I’isolat Chamtaca.
L ’isolat Moca présente une capacité parasitaire intermédiaire par rapport aux deux autres isolats.

L ’isolat Buena Vista n’a pas pu étre inclus dans I’étude sur la capacité parasitaire de cet isolét.

261



Chapitre 4 : Conclusions générales etperspectives

Les isolats Chitalon et Chamtaca morphologiquement tres proches et montrant des
parametres biologiques similaires (optimum thermique apparemment voisin et une capacité
reproductive similaire en élevage monoxénique) apparaissent tout de méme isolés sur le plan
reproductif avec, de plus, des capacités parasitaires tres différentes sur C. arabica. Il pourrait
donc s’agir d’espéces jumelles (Futuyma, 1986 ; Ridley, 1997) comme le sont dans ce genre, les
espéces P. fallax et P. penetrans, appartenant toutes deux au groupe 11l de Corbett & Clark

(1983) mais isolées sur le plan reproductif (Perry et al., 1980).

Pour I’isolat Moca, son isolement reproductifvis avis de I’isolat Chitalon semble indiquer
que ces deux isolats appartiennent a deux espéces différentes. Par ailleurs, bien que son isolement
reproductifvis a vis de I’isolat Chamtaca n’ait pas été vérifié, la difference de configuration du
premier anneau céphalique qui semble étre un caractere morpho-anatomique de poids important
reflétant probablement un niveau évolutif (Corbett & Clark, 1983 ; Trett & Perry, 1985) indique
également que I’isolat Moca appartient probablement a une especes différente de celle de I’isolat

Chamtaca.

Pour les mémes raisons on peut supposer que I’isolat Buena Vista appartienne a une
espece différente de celles des isolats Chitalon et Chamtaca. Une analyse du polymorphisme des
isolats Buena Vista et Chitalon par AFLP a d’ailleurs montré un trés faible indice de similarité
entre ces deux isolats (Hervé, 1997), ce qui va donc dans le sens de I’hypothese d’appartenance
de ces isolats a des taxons différents. En revanche, comme le montre laprobable appartenance des
isolats Chitalon et Chamtaca a des espéces différentes du fait de leur isolement reproductif, la
similitude de configuration du premier anneau et du phénotype majeur des queues de femelles
ainsi qu’un méme optimum thermique ne suffisent pas pour conclure & une appartenance des
isolats Moca et Buena Vista a une méme espece. Des études d’interfécondité devront étre

réalisées pour vérifier cette hypothese.

Silesisolats Moca et Buena Vista se révelaient appartenir effectivement a laméme espeéce,
au vu des resultats de I’étude des fluctuations de leurs populations sur leur site respectif, on
pourrait conclure que cette espece est capable de bien se développer sur C. arabica sur au moins

une large plage de I’amplitude d’altitudes aux quelles est cultivée cette plante dans la plupart des
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pays producteurs de café. L’hypothese d’une large répartition tout au moins en Amérigque
Centrale du taxon auquel appartient I’isolat Buena Vista et auquel appartiendrait peut-étre I’isolat
Moca, est confortée par deux études génomiques d’isolats de Pratylenchus incluant I’isolat Buena
Vista. L’isolat Buena Vista a montré une importante similitude génétique (AFLP) et biologique
(optimum thermique et capacité reproductive in vitro) avec un autre isolat de Pratylenchus
preleve sur C. arabica au Salvador (Herve, 1997). Cet isolat Buena Vista s‘est également révelé
étre génetiquement (séquence D2/D3 de I’ADNTr) et morphologiquement (configuration du
premier anneau céphalique et morphométrie) proche d’un autre isolat de Pratylenchus prélevé
sur C. arabica au Costa Rica. Sous réserve de confirmer I’appartenance des deux isolats Buena
Vista et Moca a la méme espece, cette derniere serait cependant moins favorisée aux basses
altitudes et donc moins compétitive que ne le pourraient I’&tre d’autres especes plus thermophiles

dans ces conditions comme semble I’étre P. coffeae sensu lato.

Les études engagées devront étre enrichies d ’autres études complémentaires sur les cycles
biologiques mais aussi d’études de diversité génomique (RAPD, AFLP) pour évaluer les distances
génétiques entre isolats. Cela contribuera ainsi a une approche phylogénique intégrée -
morphologique, anatomique, biologique et génomique - des études taxinomiques de ces
populations tel que le préconisent Baldwin & Luc (1995). Au niveau intraspécifique (pathotypes),
la relation entre la diversité génétique et certaines caractéristiques biologiques reste cependant

difficile a établir comme I’ont montré les études réalisées sur R. similis (Fallas et al., 1996).

Cette étude qui constitue une premiére approche de la diversité des populations de
Pratylenchus parasitant les caféiers doit étre poursuivie de facon plus exhaustive. L’étude de
seulement trois isolats de Pratylenchus a en effet permis de mettre en évidence des différences
biologiques importantes avec la probable existence d’au moins trois taxons différents présentant
des capacités parasitaires différentes et occasionnant, pour deux d’entre eux, de trés forts dégats
sur caféiers. Il apparait donc nécessaire de realiser des prospections représentatives des différentes
régions de culture de C. arabica en Amérique Centrale afin d’évaluer la diversité globale
d’especes et/ou biotypes de Pratylenchus parasitant les caféiers dans cette region. Ces enquétes
permettront d’en definir la répartition géographique en relation avec les facteurs écologiques et

agronomiques, en particulier les associations de cultures et les historiques culturaux. D ’un point
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de vue prophylactique, elles permettront d’entreprendre des mesures plus restrictives de transport
de matériel végétal entre pays et entre régions productives d’un méme pays. Ces données sont

également nécessaires dans les choix de méthodes de lutte a mettre en oeuvre.

Sur le statut taxinomique des isolats :

L analyse factorielle discriminante des descripteurs morphométriques n’a permis de
rattacher aucun des isolats a une espéce précise selon les parametres connus des populations
topotypes. Cette étude montre les limites de la seule étude morphologique et en particulier

morphométrique pour statuer sur la position taxinomique des populations de Pratylenchus.

La configuration du premier anneau céphalique des deux isolats Moca et Buena Vista fait
exclure leur appartenance a P. coffeae et P. loosi en contradiction avec les résultats de deux
laboratoires de taxinomie identifiant chacun I’isolat Buena Vista comme appartenant a I’une et
I"autre des deux espéces citées (Anzueto & Sarah, 1992 ; Al Banna et al., 1997). Ces résultats
sont confortés par un optimum thermique (24-27°C) de ces deux isolats supérieur a celui observeé
pour P. loosi (proche de 20°C) et inférieur a celui observe pour P. coffeae (27-30°C). De plus
des distances génétiques (séquence D2/D3 de I’ADNTr) et morphologiques importantes ont été
observé entre I’isolat Buena Vista et d’une part différentes populations de P. coffeae prelevées
sur caféiers a Java (ou se trouve le toponyme de P. coffeae) et au Bresil et d’autre part une
population de P. loosi prélevée sur Camelia sinensis au Sri Lanka (Duncan et al., 1999). Par
ailleurs, la configuration du premier anneau céphalique de type Il rapproche les isolats Moca et
Buena Vista des deux espéeces P. pseudocoffeae et P. gutierrezi. L’isolat Buena Vista montre
cependant une plus grande similitude de ces caracteres morphométriques et de la séquence D2/D3
de I’ADNTr avec une population prélevée sur Aster ellioti en Floride et identifiée comme
P. pseudocoffeae (Inserra et al., 1998) qu’avec le topotype de P. gutierrezi (Duncan et al.,

1999).

Concernant les isolats Chitalon et Chamtaca, ceux-ci présentent des similitudes avec
P. coffeae sensu lato :configuration du premier anneau céphalique (groupe I) ; phénotype majeur

des queues de femelles (cylindrique et tronquée ou arrondie) ; optimum thermique compris entre
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27°C et 30°C.

Afin de clarifier leur statut taxinomique des isolats de I’étude qui présentent tous un mode
de reproduction amphimictique, il apparait absolument nécessaire de réaliser des études
d’interfécondité entre et les populations topotypes d’especes morphologiquement proches
(P. coffeae, P. loosi, P. pseudocoffeae, P. gutierrezi et P. panamaensis). Toutefois ces études
ne pourront se faire sans une préalable et compléte caractérisation de ces especes déja décrites
mais dont la description n’a été pour la plupart que morphologique voire uniquement basée sur
des critéres peu stables, sans observations au microscope électronique de caracteres stables qui
semblent avoir un sens évolutif. Par ailleurs, la présence des isolats Buena Vista, Moca et Chitalon
sur une aire géographique restreinte (quelques dizaines de km entre Moca et Chitalon et moins
de 10 km entre Chitalon et Buena Vista) et appartenant a au moins deux taxons différents montre
la nécessité de définir les toponymes avec précision, a I’échelle de la parcelle. On rappellera le cas
de la population qui a servi a la redescription de I’espece P. coffeae, prélevée par Sher & Allen
(1953) a Java mais pas sur le lieu précis de collecte de Zimmermann (1898). Une étude récente
incluant I’observation au microscope électronique a balayage du premier anneau céphalique d’un
spécimen de la collection a révélé une configuration de type Il donc différente a celle jusqu’alors

décrite pour P. coffeae sensu lato (Duncan et al., 1999).

La mise en évidence par cette étude de la présence sur caféiers de différents taxons de
Pratylenchus difficilement différenciames morphologiquement oblige a rechercher de nouveaux
outils de diagnose rapides et fiables pour leur identification au niveau spécifique et subspécifique.
L’étude morphologique des isolats a en effet montré ses limites dans la différenciation des
phenotypes. Si les observations au microscope électronique a balayage et en particulier de la
configuration du premier anneau céphalique apportent des informations précieuses du point de
vue taxinomique, elles restent de peu d’intérét pour la diagnose. Des marqueurs moléculaires
spécifiques ont récemment été mis au point pour différentes espéces de Pratylenchus et en
particulier pour P. coffeae et P. loosi en utilisant les techniques de PCR-RFLP (Orui, 1996) ou
de PCR-séquences ITS (Uehara et al., 1998 et Uehara et al., 1999). Ces outils sont rapides et
puissants car ils permettent de travailler sur un seul individu quel que soit son stade de

développement. Le développement d’amorces spécifiques permettrait de fournir des outils
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précieux pour les études de répartition géographique des espéces et biotypes ainsi que pour les

études de bioécologie ou d’expérimentation au champ.

Sur les stratégies de protection intégrée contre les Pratylenchus :

Lasymptomatologie radiculaire est beaucoup moins spectaculaire et moins reconnaissable
dans le cas des attaques de Pratylenchus spp. en comparaison avec celles de Meloidogyne spp.
D’ou une présence de Pratylenchus masquée, dans le cas de a présence des deux genres, et/ou
non detectée. Il en a souvent résulté de la part des organismes professionnels en Amérique
Centrale ou dans d’autres pays producteurs importants comme le Brésil, ou la présence de
Pratylenchus trés pathogenes sur caféiers a pourtant récemment été démontrée
(Gongalves, 1995 ; Silva & Inomoto, 2000), une attention moindre pour élaborer des méthodes
de lutte efficaces contre Pratylenchus et en particulier pour la recherche de résistance. Les
résultats de I’étude montrent cependant la forte nocuité de la plupart des populations de
Pratylenchus étudiées vis a vis de C. arabica. Et par conséquent la nécessité d’élaborer des

stratégies de lutte efficaces conte ce genre de nématodes.

Les résultats de I’étude confirment la faible efficacité au champ de la lutte chimique telle
qu’elle est appliquée actuellement et la difficulté d’élaborer des modalités permettant d’améliorer
son efficacité tout en étant compatibles avec les contraintes écologiques et économiques. L ’emploi
des nématicides devrait donc se restreindre aux pépiniéres comme mesures préventives afin de
limiter ladissémination des nematodes aux champ. Des études doivent étre engagées pour évaluer
des méthodes alternatives au champ qui permettraient de diminuer Zinoculum dans le sol afin de
diminuer les pressions parasitaires au moment de la plantation méme s’il s’agit de matériel végétal

présentant des résistances.

Enrevanche, le greffage sur C. canephora apparait comme un moyen efficace pour lutter
contre les nématodes des lésions. La résistance aux différents espéces ou pathotypes de
Pratylenchus présents en Amérique Centrale doit étre inclue dans les programmes de sélection
de Coffea spp., qu’il s’agisse de la création de nouveaux cultivars de C. arabica tel que les

hybrides FI actuellement en cours de sélection (Bertrand et al., 1999) ou de la sélection de
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caféiers diploides et en particulier de C. canephora pour la création de porte-greffes prenant en
compte la grande variabilité génétique observée au sein de ce genre (Leroy, 1993). Le nouveau
cultivar porte-greffe Nemaya et I’un des deux clones parents (T 3751 [1-2]) montrent des facteurs
de résistance importants. La résistance partielle observée sur ce matériel génétique apparait
d’autant plus intéressante qu’elle semble étendue aux différentes espéces ou pathotypes de
Pratylenchus étudiés ici. Toutefois le niveau de spécificité de ces résistance devra étre
intégralement évalué par rapport a la diversité biologique qui pourra étre mise en évidence au sein
du complexe d’especes de Pratylenchus parasitant les caféiers. Ce nouveau cultivar porte-greffe,
Nemaya, presentant a la fois des résistances aux différentes espéce de Meloidogyne spp.
(Bertrand et al., 2000) parasitant les caféiers en Amérique Centrale ainsi qu’aux
Pratylenchus spp. devrait donc permettre de lutter efficacement contre les peuplements
nématologiques souvent complexes en milieu tropical (Luc & Reversat, 1985) et incluant
fréquemment ces deux genres phytoparasites, Meloidogyne spp. et Pratylenchus spp. dans les

caféiéres d’Amérique Centrale.

Les différents facteurs de résistance impliqués dans les différentes étapes du parasitisme
devront étre élucidés par des approches appropriées (dynamique des relations plante-parasite pré
et post-infectieuses, histo- et cytochimie). L’identification de la nature des facteurs de résistance
devraient permettre larecherche de marqueurs génétiques ou biochimiques pour I’assistance a la

sélection.

Le déterminisme polygénique de ces facteurs de résistance partielle (Nelson, 1978 ;
Parlevliet, 1979) a pour conséquence une importante influence du milieu sur ces facteurs mettant
enjeu de multiples métabolismes complexes (Rapilly, 1990) tel que celui des polyphénols (Valette
et al., 1998). Il en résulte la nécessité de rechercher les conditions agro-écologiques optimales
pour I’expression de ces facteurs de résistance. L’ombrage, comme semble le montrer I’une des
études au champ, ainsi que la fertilité du sol ou les régimes hydriques du sol pourraient jouer un

réle important dans ce sens.

Les connaissances sur les fluctuations de populations de Pratylenchus en milieu réel sont

importantes dans la mise en place d’une gestion intégrée de ces parasites en permettant
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I’identification des principaux facteurs régulateurs de leurs populations. Celle ci ne sera possible
que si les études de fluctuations de populations de nématodes en plantations sont accompagnées
d’un suivi complet de la phénologie de la plante a travers des indicateurs fiables et précis de la
croissance radiculaire et de I’allocation des éléments nutritifs en particulier carbonés dans ces
organes en relation avec les facteurs abiotiques : bilan hydrique et température du sol ; et
biotiques : pathogenes secondaires mais aussi autres nématodes parasitant les caféiers et
susceptibles de rentrer en compétition. La mise en évidence de taxons différents présentant des
parametres biologiques différents avec en particulier des exigences thermiques différentes et des
capacités parasitaires différentes sur C. arabica montre la nécessité de realiser ces études de
fluctuations de populations sur divers sites présentant des conditions écologiques variées et ou
I’on aura mis en évidence la présence des taxons auxquels appartiennent I’isolat Chamtaca mais

surtout Chitalon dont la nocuité sur C. arabica s’est révélée tres forte.
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Annexe 1

Guatemala
Brésil
Colombie

Méxique

Années

Années Années

Années Brésil
Données de production de café arabica. A : production annuelle des quatre premiers producteurs
mondiaux ; B : production annuelle des pays d’Amérique Centrale et du Mexique ; C : surfaces de
production des pays d’Amérique Centrale et du Mexique ; D :rendements des pays d’Amérique
Centrale et du Mexique : les données de rendement sont lissées par la méthode des moyennes
flottantes sur cing ans (Source FAO, 1999).
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ANNEXE 2
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B. Head of female. C. Head of male. D. Fail of male. E. Posterior part of

Pratylenchus loosi Loof, 1960 (D ’apres Siddiqi, 1977)
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Fig. 2 (Frontpage) 1 Pratylenchus panamaensis sp.n.: A-D, F-K, females; E, L, males. A, E, head ends; B, oesophageal region; C, entire
individual; D, lateral field at mid-body; F-J, L, tail ends; K, vulva and spermatheca region.

Pratylenchus panamaensis Siddiqgi et al., 1991 (D’aprés Siddiqi et al., 1991)
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F

Fig. 1. Drawings of Pratylenchus gutierrezi n. sp. A-F) female. A) Entire female. B,C) Anterior region. D,E)
Tail region. F) Vulva, reproductive structures, and segment of lateral field. G-J) Male. G) Entire male. H,I)
Anterior portion. J) Posterior portion.

Pratylenchus gutierrezi Golden etal., 1992 (D’aprés Golden et al., 1992)
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Fig. 2. Pratylenchus pseudocoffeae n. sp.—Female. A :entire; C: esophageal region (normal) ;

. esophageal region with dorso-laterally overlapping esophageal basal lobe; E-G: heads;

s gonad; I: vulval region;J-L: tails.—Male. B: entire; M: posterior end. Scale bars: A & B
100 ,um; C-M —30 /<m.

Fig. 3. Morphological variation of Female tail* of Pratylenchus pseudocoffeae n. *p. Scale
bar=30 //m.



Annexe 3

Buena Vista Chitalon
Total moyen annuel de précipitations: 3815 mm (88-92) Total moyen annuel de préscipitation: 3245 mm (80-89)
1000 I
Jan Fév Mars Avr Mai Jun Jul Aou Sep Oct Nov Dec Jan Fév Mars Avr Mai Jun Jul Aou Sep Oct Nov Dec
271 ai 611 1631 43B1 6B51 4411 501 661: 5181 173: 35! ¢ 171 621 551 1351 3251 5841 4591 4551 600 1 460 1 139T" 4SI
Moca San Jeronimo Mramar
Total moyen annuel de préscipitation: 4722 mm (90-96) Total moyen annuel de précipitations: 3104 mm (90-96)
1000 1000
800 800
600 600
'5 400 400
Z 200 200
0 I 0 -L-1—_ g~-
Jan Fév Mars Avr Mai Jun Jul Aou Sep Oct Nov Dec Jan Fév Mars Avr Mai Jun Jul Aou Sep Oct Nov Dec
u | I 411 311 81 3461 660! 8501 546 | 685T 619 1 5961 202 60] C I 51 8 601 1891 368 1 588T 3401 445[ 425[ 5321 1031 50]
Chamtaca (Chajcar)

Total moyen annuel de préscipitation: 2990 mm (80-89)

Jan Fév Mars Avwr Mai Jun Jul Aou Sep Oct Nov Dec

Cumuls mensuels de précipitations sur les cing sites d’étude et/ou de prélévement d’isolats de Pratylenchus
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Annexe 4

Buena Vista - Chitalon (Los Brillantes)
Altitude: 400-450 m

Moca (Las Nubes)
Altitude: 1200 m

........... Moyenne T°max ------——----  Moyenne T°min ----------- Moyenne T°max ----------- Moyenne T°min
——————————— T° max. absolue ---------- T° min absolue T° max. absolue T° min absolue

San Jeronimo Miramar (Los Angeles)
Altitude: 900 m

----------- Moyenne T°max --=--------Moyenne T°min
----------- T° max. absolue -----------  T° min absolue

Chamtaca (Chajcar)
Altitude: 1200 m

........... Moyenne T°max ----------- Moyenne T°min
........... T° max. absolue -m-mm-m--- T° min absolue

Courbes de températures pour les différents sites d’étude et/ou de prélevement d’isolats: moyennes
mensuelles des températures minimales (—) et maximales (—) ; températures minimales (—) et
maximales (—) absolues de chaque mois. Les données correspondent a des stations météorologiques
situées a proximité et a la méme altitude que les sites étudiés. Les données correspondant aux deux
sites Buena Vista et Chitalon (altitude proche) sont regroupées sur le méme graphique.
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Annexe 5 :
Protocole d’élevage monoxénique de Pratylenchus

sur rondelles de carottes (Daucus carota) in vitro

Les opérations marquées par le signe se déroulent en conditions stériles sous hotte a flux laminaire

sont :

Préparation desflacons pour culture in vitro:

- Une solution d'eau gélosée (Agar 1%) est passée a l’autoclavage.

BBl 500 ppm de sulfate de dihydrostreptomycine sont ajoutés a cette solution lorsque sa
température est redescendue a environ 50°C, juste avant solidification.

1s* 5 a 10 ml de cette solution sont immédiatement versés dans des flacons préalablement

stérilisés pour former une couche de 0,5 @ 1 cm d’agar.

Préparation des rondelles de carottes

- Des carottes de bonne taille, fraiches et sans Iésions sont lavées dans une solution chlorée & 1%.
«@ Les carottes sont flambées a I'alcool & 95°

»1 Les carottes sont découpées en rondelles d'environ 1 cm d'épaisseur. Un disque est découpé
au centre de chaque rondelle a I’aide d’un emporte piéce.

«s’4 ou 5 disques sont disposés dans chaque flacon en les suspendant a environ 2 cm au dessus
de lacouche d’agar (photo A). Ces flacons sont conservés a I'obscurité a 28-30°C pendant une
semaine afin de vérifier qu'il n’y ait aucune contamination bactérienne ou fongique avant

d'inoculer les nématodes.

Désinfection des nématodes:
- les nématodes sont placés dans un microtube de centrifugation de 1 ml avec couvercle.
- centrifugation*
le surnageant est retiré et remplacé par une solution d'HgCl, @ 0,01%. Les nématodes sont
remis en suspension par agitation du tube.
- centrifugation*
15* le surnageant est retiré et remplacé par de I'eau stérile** (cette opération sert de ringage pour
éliminer l'excés de HgC12).

- centrifugation*
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le surnageant est retiré et remplacé par une solution de sulfate de dihydrostreptomycine a
0,2%**.
- centrifugation™
le surnageant est retiré et remplacé par de I'eau stérile** (cette opération sert de ringage pour
éliminer I'exces de sulfate de dihydrostreptomycine et éventuellement les traces restantes de
HgC12).
- centrifugation®
« le surnageant est retiré **. De I’eau stérile est rajoutée dans la partie conique du tube
Eppendorf® ** «* Les nématodes en suspension concentrée sont utilisés pour inoculer
les disques de carottes dans les flacons a I’aide d’une micropipette

pasteur stérile.

* |es centrifugations sont toutes réalisées a 2500 t/mn durant 2 mn (IEC, clinical centrifuge).
Apres chaque centrifugation les microtubes sont aspergés avec de I’alcool a 95° avant de les
introduire & nouveau sou la hotte a flux laminaire.

** Toutes les opérations de retrait de surnageant ou de rajout de solution sont effectuées a I’aide
d’une micropipette pasteur stérile. On change de pipette apres chaque opération. Les nématodes

sont a chaque fois remis en suspension par agitation du microtube.

Les flacons sont scellés a I’aide de Parafilm M® et maintenus ensuite dans un incubateur a
I'obscurité et & une température de 26 a 27°C. Les premiers individus commencent a sortir massivement
sur les parois du flacon environ 2 a 2 mois 1/2 plus tard (photo B). Les élevages sont maintenus par
simple repiquage des nématodes en répétant a chaque fois la désinfection des nématodes pour prévenir

les attaques bactériennes et fongiques.

Pour les études sur le mode de reproduction, I’interfécondité des isolats et la capacité
reproductive de Pratylenchus sur rondelles de carottes, une variante de cette méthode a éte utilisée en
remplacant les flacons par des mini-boites de Pétri de 55 mm de diamétre et 14 mm de hauteur (photo
C). Gréace au petit volume de ces boites il n’est plus nécessaire d’appliquer une couche d’eau gélosée.
La rondelle de carotte fraichement coupée est aussitot placée dans la mini-boite de Pétri qui est

immédiatement scellée avec du Parafilm M®,
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flacon d’éievage monoxénique de Pratylenchus sur rondelles
de carottes

Détail d’un flacon d’élevage avec migration de Pratylenchus
depuis les rondelles de carottes sur la parois

Reproduction d’un isolét de Pratylenchus en mini-boites de
Pétri sans gélose
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Annexe 6

HZN

FIGURE

DAV
(a)

V(%)

SPV NAQ
LQ (cetc’)

Descripteurs morphométriques des femelles de Pratylenchus (Loof, 1961) :

L: longueur du corps ; a, b, b, ¢, ¢’, V : indices de DeMan (1880) ; STY : longueur du stylet ; DGO : distance de la base du stylet

a la glande oesophagienne dorsale ; NAQ :nombre d ‘anneaux de la queue ; SPV : longueur du sacpost-vulvaire ; LQ : longueur
de la queue ; OI :distance de |’extrémité antérieure a | a limite oesophage-intestin ; GLA : Distance de | extrémité antérieure a
| extrémité postérieure des glandes oesophagiennes ; HZD : distance de | extrémité antérieure a | hémizonide ; HZN : distance de
| 'extrémité antérieure a | hémizonion ; PEX : distance de | extrémité antérieure aupore excréteur ; DAV :plus grand diamétre du

corps (en avant de la vulve) ; DNA : diametre du corps au niveau de | ‘anus.



Annexe 7

SMO SMO ANN ANN CFT

Nomenclature des formes d’extrémités postérieures de femelles de Pratylenchus spp.
(D’apres Frederick & Tarjan, 1989) :

HEM : hémisphérique SMO : lisse
SHM : subhémisphérique ANN : annelée
FNP : finement pointue CFT : fendue (cleft)

BLP : pointue (buntly pointed)
TRC : tronquée

CLA : claviforme (clavate)
SBD : subdigitée

DGT : digitée

SMO : lisse

ANN : annelée

CFT : fendue (cleft)
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Annexe 8

Méthode de déshydratation des nématodes avant préparation pour observation au microscope électronique
a balayage (D ’aprés Baujard & Pariselle, 1987).



Annexe 9

) Vue frontale
Vue latérale

Montage des nématodes sur portoir avant métallisation pour observation
au microscope électronique a balayage

pc-il de pinceau

nématodes

Vue zénithale de la surface du portoir avec les nématodes disposés a plat ou
avec I’une des extremités, antérieure ou postérieure reposant sur un poil de
pinceau
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Partie immergée contenant
les fragments de carotte
découpés en lamelles

Passoire a maille plastique
de 2 mm recouverte d’un
bas colés sur la partie
supérieure de I’anneau
(diamétre =100 mm)

Récipient plastique
contenant de I’eau
(diameétre =120 mm)

Représenation su syteme d’incubation des disques de carottes avec bullage pour extration des Pratylenchus spp.
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Annexe 11
Protocole de réalisation de coupes histologiques
de racines de plantules de Coffea spp.

1. Fixation des racines :

- Les dimensions des échantillons ne doivent pas dépasser 10 x 10x2 mm. Il faut tenir compte
de la longueur du couteau et du volume de résine nécessaire. Le volume de fixateur nécessaire
correspond a 60 fois le volume de I’expiant. La fixation doit étre la plus rapide possible, a
température ambiante.

- La fixation des racines a lieu dans le fixateur 5F. Glutaraldéhyde-Paraformaldéhyde-Caféine

- Le passage des racines au vide durant 15 mn au départ est préférable. Les racines sont ensuite
disposées au réfrigérateur a 4°C pendant 48 heures. Les racines sont ensuite conservées dans de
I’alcool a 70°.

Detous les fixateurs, lesaldéhydes (formaldéhyde, paraformaldéhyde et glutaraldéhyde) sont ceux
qui préservent le mieux les constituants cellulaires. L’utilisation du tampon adéquat est
importante. Il doit : (1) permettre de maintenir le pH constant ; (2) avoir une osmolarité
compatible avec celle régnant dans les cellules ; (3) posséder des ions ne favorisant ni la
précipitation, ni I’extraction des composants intra-cellulaires pendant la fixation. La concentration
du fixateur est également importante : faible, les tissus sont fixés trop lentement ; élevée, on note
une perte d’activité enzymatique et des dommages cellulaires. Pour toutes ces raisons, le fixateur
et le tampon utilisés ont la composition suivante:

Fixateur : 5F. Glutaraldéhyde-Paraformaldéhyde-Caféine :

. Tampon phosphate ou cacodylate de Na 0,2M pH neutre 50 ml

. Paraformaldéhyde a 10 20 ml
. Glutaraldéhyde (solution a 25 %) 4 ml
. Caféine 19
-H2 distillée 26 ml

- Tampon phosphate pH 7,2 0,2M

Solution A :

Na H2P04 anhydre 24 ¢
H2 distillée 100 ml
Solution B :

Naz2 H P04 anhydre 2,84 g
H20 distillée 100 ml

Solution tampon :
Sol. A 28 ml
Sol. B 72 ml
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On ajoute 2 g de paraformaldéhyde a 20 ml d’eau bi-distillée. Aprés agitation, la
suspension est chauffée a 60-65°C sous hotte jusqu’a ce que la poudre se dissolve. On ajoute
quelques gouttes de soude N jusqu’a obtenir la limpidité de la solution préparée. On laisse ensuite
refroidir.

2. Déshydratation des racines :

Les échantillons sont soumis au protocole suivant :

1. Ethanol 70° 30 mn
2. Ethanol 70° 1h

3. Ethanol 95° 15 mn
4, Ethanol 95° 30 mn
5. Ethanol 100° 15mn

A ce stade, il est possible d’effectuer une déshydratation sous-vide d’une dizaine de
minutes (plus rapide en histochimie).
6. Ethanol 100° 30 mn

3. Imprégnation des racines :

Le milieu d’imprégnation est composé de :
la résine de base : 50 ml
- Glycolméthacrylate (GMA) ester soluble dans I’eau de I’acide méthacrylique
- Hydroquinone empéchant Pautopolymérisation
- Polyéthylene Glycol 400 (PEG 400) améliorant la qualité finale des coupes,
I’activateur : 0,5 g

- Peroxyde de benzole réactivant le GMA
- Un excipient qui stabilise le peroxyde de benzoyle

Le protocole suivant d’imprégnation est réalisé :

Toluene + Ethanol 100° (1/1) 30 mn
Toluene pur 1h

Toluéne pur 1h

Toluéne pur 1lh

Toluene + paraffine (1/1) 30mna58-60°C
Paraffine 1h a58-60°C
Paraffine 1h a58-60
Paraffine 12 h a 58-60

Seules les racines bien imprégnees, translucides et tombés au fond du tube, peuvent étre incluses.
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4. Inclusion des racines :
Le milieu d’inclusion comprend :

le milieu d’imprégnation : 15 ml

le durcisseur : 1 ml

- Dérivé de I’acide barbiturique qui initie la réaction de polymérisation quand il est ajouté
a la solution d’impregnation.

- Sulfoxyde diméthyle (DMSO) qui est un solvant.

- L’histomold est rempli avec le milieu d’inclusion au dessus de la dépression inférieure.

- Les expiants de racines sont ensuite immergés en surveillant leur bonne orientation du fait de
mouvements de convection engendrés par laréaction exothermique de polymérisation de larésine.
- On laisse durcir la résine a température ambiante durant 30 mn.

- La polymérisation s’effectue totalement en 40 & 120 mn a température ambiante. On peut alors
démouler les inclusions

6. Fabrication des platres
Le milieu de montage est composé de

- une poudre (Polyméthylméthacrylate) 3 g
- un durcisseur liquide (Méthylméthacrylate et dimeéthylparatoluidine) 1,5 ml

La prise de ciment est tres rapide et permet de fixer I’adaptateur sur le bloc de résine polymeérisée
contenant I’expiant aprés la 3eme phase d’inclusion, en exercant une pression sur le bloc. On
laisse secher 15 a 20 mn.

6. Realisation des coupes au microtome :

- Le bloc étant fixé sur I’appareil, les coupes sont effectuées a 7 microns et étalées sous forme de
rubans, leur face brillante tournée contre une lame préalablement dégraissee a I’éthanol.

- A I’aide d’une pipette, on ajoute de I’eau gélosée a 0,05 % (si les colorations sont longues,
augmenter la concentration a 0,1 %) de facon a faire flotter les rubans, sur la lame (pour préserver
I’eau gélosée de toute infection bactérienne, on peut ajouter 3 a 5 gouttes de bichromate de K a
3 % pour 20 ml de solution).

- La lame est disposée sur une platine thermostatée a 45 - 50°C, afin que les rubans de paraffine
s’étalent bien. Les lames sont égouttée sur papier absorbant, avant la formation de bulles.

- Un séchage des lames est effectué dans une étuve, a une température de 37°C. Avant de passer
au déparaffinage, les lames sont disposée sur une platine portée au préalable a la température de
fusion de la paraffine. Cela permet de parfaire le collage des coupes, qui s’il est insuffisant, se
manifeste par des plages miroitantes observées a la lumiére rasante.
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7. Coloration P.A.S. (SchifJ) Naphtol Blue Black :
Les lames disposées dans un panier vont subir une succession de bains pour la coloration :

- Bain dans le DNPH : une demi heure a I’obscurité (S’assurer que le DNPH soit a température
ambiante).

- Bien rincer a I’eau dans I’évier (remplir le bac avec 8 a 10 cm d’eau). Ensuite rincer dans 2 a 3
bains d’eau distillée (le lerdans un grand volume d’eau dans la bassine, ensuite dans un bac en
verre).

- Bain dans I’acide périodique 1% : 5 minutes
- Deux ringages a I’eau distillée dans des bacs en verre.

- Bain dans le SchifF : 10 minutes a I’obscurité.
- Plusieurs ringages a I’eau distillée jusqu’a ce que I’eau soit claire (on peut attendre avant de faire
la coloration au Naphtol).

- Bain dans le Naphtol Blue Black : 7 minutes au bain-marie (48 a 50°C).
- Unrincage a I’eau distillée.

- Trois a quatre rincages a I’acide acétique 7%. Vérifier que ce soit bien régressé sinon refaire

un rincage a lI’acide acétique.
- Bien sécher les lames (15 minutes sur platine) avant de les monter.
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Annexe 12

Technique de coloration des nématodes a la Fuchsine acide

dans les tissus végétaux

La solution colorante est préparée de la maniére suivante:
(0 Une solution mére de fuchsine acide est préparée en dissolvant 1g de fuchsine acide dans 100
ml d’eau distillée.
[0 Du lactoglycérol est préparé avec les proportions suivantes:
- acide lactique: 33 g
- glycérine: 33 g
- eau distillée: 33 ml

00 Pour 100 ml de lactoglycérol, on ajoute 5 ml d'une solution-mere de fuchsine acide

On porte a ébullition 25 ml de la solution colorante de fuscine acide. Les racines sont alors

plongées durant 30 secondes dans la solution maintenue a ébullition.

Les racines sont retirées immédiatement de la solution colorante. La solution colorante est

récupéree pour étre réutilisée plusieurs fois (cing fois maximum).

Les racines sont ensuite lavées abondamment a I'eau froide sous robinet pour éliminer I'excédent

de colorant mais avec précaution pour garder intact le systeme radiculaire.

Afin de clarifier les racines celles ci sont placées dans une solution équivolume d'eau et de
glycérine acidifiée avec quelques gouttes d'acide lactique. Les racines se décolorent
progressivement (la solution ayant par conséquent tendance a se colorer, et il faut donc la
renouveler régulierement durant les trois premieres semaines) tandis que les nématodes restent

colorés. Les racines peuvent étre conservées plusieurs mois dans la solution décolorante.
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Abstract

The first purpose ofthis work was to characterize four isolates o fPratylenchus that were
morphologically similar to P. coffeae, taken from coffee trees at four different geographical sites
in Guatemala. The obligatory amphimictic reproduction method ofthese isolates was confirmed.
Observation ofreproductive isolation between these isolates suggested they belonged to different
species. The characterization tools used revealed two levels of diversity. Detailed observation
under a scanning electron microscope enabled separation of the four isolates into two groups.
Among these isolates, three were studied more thoroughly. The morphological dichotomy tallied
with the differences seen in the reproductive fitness of these isolates on in vitro carrot disks
depending on the temperature with a thermal optimum of between 27°C and 30°C or between
24°C and 27°C. A multivariate analysis of various morphometric descriptors enabled
differentiation ofthe three isolates studied. Biologically, on C. arabica, each ofthe three isolates
revealed a different parasitic fitness directly linked to its infestation capacity and its reproductive
fitness on this host. For each ofthe isolates, the amount ofdamage caused to the host was directly
linked to its parasitic fitness. The ability to cause damage seemed to be identical for the three
isolates. This study suggests the polyspecific Pratylenchus spp. parasite complex on Coffea spp.
in Guatemala presents a substantial diversity which needs to be studied on a Meso-American scale
in the different coffee producing regions.

At the same time, studies conducted in plantations have revealed seasonal fluctuations in
wild Pratylenchus populations in relation with the phenological rhythms of C. arabica and
climatic factors depending on altitude. The rapid and severe outbreaks seen in these populations
indicate the considerable ability of the parasite to colonize coffee orchards under the study
conditions. The degree of*damage observed in the field on C. arabica is in line with the strong
parasitic fitness seen in pots for certain isolates.

This study reveals the existence ofpartial resistance factors in C. canepora on a pre- and
post-infectious level, thereby confirming the merits of this germplasm for selecting rootstocks
with resistance to Pratylenchus spp. The efficacy ofgrafting on C. canephora in the field and the

low impact of chemicals in controlling Pratylenchus populations are also demonstrated.

Keywords: Pratylenchus sp., Coffea sp., morphology, reproductive fitness, parasitic

fitness, temperature, population fluctuations, pest resistance.



Résumé

Les présents travaux ont pour premier objectif de caractériser quatre isolats de
Pratylenchus morphologiquement proches de P. coffeae, préleves sur caféiers et sur quatre sites
geographiques différents du Guatemala. Le mode de reproduction amphimictique obligatoire de
ces isolats est confirmé. L’observation d’isolements sur le plan reproductif suggere
I’appartenance de ces isolats a plusieurs espéces. Les outils de caractérisation utilisés montrent
deux niveaux de diversité. L ’observation détaillée au microscope électronique a balayage a permis
de séparer les isolats en deux groupes. Pour trois de ces isolats, qui ont peu étre étudiés par la
suite, cette dichotomie morphologique coincide avec les différences de capacité reproductive sur
rondelles de carottes invitro en fonction de latempérature avec un optimum thermique situé entre
27 et 30°C ou entre 24 et 27°C. L’analyse multivariée d’un ensemble de descripteurs
morphométriques a permis de différencier les trois isolats étudiés. Sur le plan biologique, chacun
de ces trois isolats se différencie également I’'un de |’autre par sa capacité parasitaire sur
C. arabica directement liée a sa capacité d’infestation et sa capacité reproductive sur cet héte.
La quantité de dommages observée sur la plante est pour chacun des isolats directement liée a sa
capacité parasitaire. L aptitude aproduire des dégats sur le systeme radiculaire apparait identique
pour les trois isolats. Cette étude suggére que le complexe parasitaire polyspécifique de
Pratylenchus spp. sur Coffea spp. au Guatemala présente une importante diversité qui doit étre
étudiée au niveau méso-américain dans les différentes régions productrices de café.

Parallelement des études menées en plantations ont revélé des fluctuations saisonniéres
de populations de Pratylenchus en fonction des rythmes phénologiques de C. arabica et des
facteurs climatiques dépendants de I’altitude. Les pullulations rapides et de forte amplitude
observées dans ces populations naturelles indiquent une forte aptitude du parasite a coloniser les
caféieres dans les conditions de I’étude. L’importance des dommages observés au champ sur
C. arabica est en accord avec la forte capacité parasitaire observée en pots pour certains isolats.

L ’étude montre I’existence de facteurs de résistance partielle chez C. canephora au niveau
pré et post-infectieux confirmant I’intérét de ce matériel génétique pour la sélection de porte-
greffes résistants aux Pratylenchus spp. L’efficacité au champ du greffage sur C. canephora et
le faible impact de la lutte chimique dans la gestion des populations de Pratylenchus sont

également demontrés.

Mots clés : Pratylenchus sp., Coffea sp., morphologie animale, capacité reproductive,

capacité parasitaire, température, fluctuations de populations, résistance aux parasites.



