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Préambule

En phytopathologie, ’identification non €quivoque de 1’agent causal d’une maladie
constitue un préalable a la définition de stratégies de contrdle raisonnées (Maclean et al.,
1993). 11 est donc indispensable de disposer de méthodologies d’estimation de la diversité
fongique et de procédures d’identification des champignons qui soient suffisamment
discriminantes pour permettre la reconnaissance de 1’individu, de la population ou de 1’espéce
étudiés. Jusqu’au milieu du XX™ siécle, I’identification des champignons en général, et celle
de leurs espéces en particulier fut principalement basée sur 1’utilisation des seuls critéres
morphologiques qui s’aveérent pourtant fréquemment peu discriminants. Le recours a la
sexualité¢ (quand elle existe) et la recherche de groupes inter-féconds pour valider
I’appartenance a une méme espece ne sont intervenus qu’a partir de la moitié suivante de ce
siecle (Brasier, 1997). Puis, c’est au cours des deux derniéres décennies qu’il y eut un recours
croissant aux techniques de la biochimie et de la biologie moléculaire et aux nouvelles
catégories de marqueurs qu’elles génerent. Si quelques dizaines d’espeéces phytopathogeénes
comme Magnaporthe grisea ou Botrytis cinerea ont fait I’objet d’études de diversité fines,
une majorité d’entre elles restent encore définies de nos jours essentiellement sur la base des
crittres morphologiques (morpho-especes) relayés le cas é€chéant par d’autres critéres
phénotypiques (croissance, pouvoir pathogene, ...). Il en résulte une sous-estimation des
phénomeénes de convergence morphologique et la définition de classifications artificielles sans
fondement phylogénétique (pas de relations de parenté évolutive).

La présente étude s’inscrit dans le cadre global d’une contribution a la connaissance de
la diversité des champignons filamenteux du genre Cylindrocladium qui parasitent le systéme
racinaire des bananiers. Au cours des deux derniéres décennies ces champignons telluriques
furent reconnus comme étant I’un des facteurs biotiques a 1’origine des 1ésions nécrotiques
racinaires qui entrainent des chutes de plants et des baisses de productivité dans les systémes
monoculturaux bananiers d’Amérique centrale et des Antilles (Semer et al., 1987 ; Loridat,
1989). Ils furent par la suite signalés sur bananiers sur le continent africain (Kobenan, 1991 ;
Castaing et al., 1996). Si quelques éléments de connaissance furent acquis, en particulier sur
leur écologie, le diagnostic précis des espéces impliquées en bananeraies ne fut pas posé.
Deux types de facteurs semblent avoir contribué a cela. D’une part, une organisation
taxinomique du genre perpétuellement remise en question, du fait du faible nombre de
marqueurs morphologiques discriminants chez ces champignons, avec dans le méme temps
une absence d’outils rapides et fiables d’identification des especes au sein de ce genre. Et
d’autre part, la méconnaissance de la diversité biologique et moléculaire des isolats impliqués

dans la rhizosphére du bananier.
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Les objectifs assignés a ce travail de thése sontd’établir les principales
caractéristiques phénotypiques et biologiques des especes de Cylindrocladium présentes dans
la rhizosphére du bananier, et de développer une méthode de diagnostic moléculaire des

especes de ce genre.

Le premier chapitre est une synthése bibliographique qui fait le point sur deux
domaines d’intérét de notre problématique de recherches: D’une part, le genre
Cylindrocladium et les éléments de connaissances que 1’on a des champignons de ce genre qui
participent au complexe parasitaire racinaire du bananier. Et d’autre part, les avantages et
limites des principaux marqueurs de la diversité chez les champignons, avec une attention
particuliére aux marqueurs moléculaires.

Ce chapitre est suivi de la présentation de notre sujet de recherches et de celle des

travaux effectués. Ces travaux s’organisent en 3 chapitres :

Le chapitre 2 présente 1’analyse de la diversité phénotypique et biologique (hors

pouvoir pathogene) d’isolats de Cylindrocladium isolés de la rhizosphére du bananier

Le chapitre 3 expose 1’analyse du polymorphisme des espaceurs de I’ADNr chez le
genre Cylindrocladium et le développement d’une méthode de diagnostic moléculaire de ses
especes. Il intégre également 1’application de cet outil de diagnostic a la caractérisation

génétique des taxa identifiés en bananeraies.

Enfin, le chapitre 4 fait le point sur le pouvoir pathogene des espéces de
Cylindrocladium inventoriées en bananeraies et sur leur variabilité génétique intraspécifique.
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1 _:Lé génré ‘C‘jzﬂliﬂdrocliddium Moi'gaii et ses ésliécés . ﬁsité ‘d’lin' faxo'n én

constante réévaluation : i

1.1 Une distribution géographique large, des gammes d’hotes variées, un impact économique
certain

Les champignons filamenteux du genre Cylindrocladium Morgan représentent le stade
anamorphe du genre euascomycete Calonectria De Not. (Pyrénomycetes), qui appartient lui
méme a la famille Nectriaceae, et & 1’ordre des Hypocréales (Rossman, 1979 ; 1983). Ces
champignons haploides sont présents en zones tropicales, subtropicales, et tempérées, sur les
cinq continents. On les trouve aussi bien dans les écosystémes naturels (Arguedas Gamboa,
1996 ; Grandi et Attili, 1996) que dans les agrosystémes €rigés par I’homme, ou ils parasitent
un grand nombre de familles botaniques (Peerally, 1991 ; Crous et Wingfield, 1994) tant chez
les ptéridophytes, que les gymnospermes ou les angiospermes. Ils affectent ainsi plusieurs
dizaines d’espéces forestieres ou ornementales, que ce soit au champ, ou surtout en pépiniéres
(Viljoen, Wingfield et Crous, 1992), mais également des especes fruitieres et des espéces
entrant dans la composition des prairies (Tozetto et Ribeiro, 1996 ; Waipara et al., 1996).
Parmi les essences forestieres, ce sont les Eucalyptus et les coniféres des genres Pinus et
Picea qui sont le plus souvent atteints (Blum, Dianese et Costa, 1992 ; Hamelin et al., 1996).
Potentiellement n’importe quel organe aérien, qu’il soit végétatif (feuilles, tiges) ou
reproducteur (fleurs, fruits) peut étre infecté, de méme que les organes souterrains tels que
racines, gousses et stolons. Différents types de symptomes incluant des rouilles foliaires, des
défoliations, des nécroses et des chancres sur tiges et sur fruits, mais aussi des pourritures et
nécroses racinaires, ou des fontes de semis, peuvent alors étre induits.

Certaines especes de Cylindrocladium occasionnent de séveres pertes économiques en
diminuant le rendement brut des cultures, ou en dépréciant la qualité des produits de récolte
(feuillages, fleurs, fruits). Cy. floridanum est 'un des champignons impliqués dans la perte
annuelle d’environ 65 millions de metres cubes de bois au Canada (Dumas, 2001). C’est en
effet I’un des principaux agents de pourritures racinaires des semis de coniferes. Hamelin et
al. (1996) indiquent que I’impact de ce champignon est double : non seulement il génére des
taux de mortalité pouvant dépasser 50% dans les pépinieres forestieres, mais il diminue
¢galement le taux de reprise sur les sites de reforestation. Saunders, Juzwick et Hutchinson
(1992) font état de taux de mortalité atteignant 40% la premicére année suivant la
transplantation d’épinettes noires Picea mariana, du fait de ce champignon. De méme, la
pourriture noire ou CBR (Cylindrocladium Black Rot) est 'une des principales maladies de
I’arachide aux Etats-Unis (Phipps et Beute, 1997 ; Kucharek et al., 2000). Dans les années
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1970, elle a provoqué des pertes de rendements considérables chez les producteurs d’arachide
de Floride et de Caroline du nord (Rowe, Beute et Wells, 1973). Causée par Cylindrocladium
parasiticum (syn. Cy. crotalariae), 1a maladie affecte principalement les racines, les stolons et
les gousses de I’arachide, et plus rarement les parties aériennes (Sobers et Alfieri, 1972).
Cette méme espece affecte également le soja (Ferreira et Dianese, 1999), ainsi.que d’autres
légumineuses comme le tréfle (Waipara et al., 1996), ainsi que de nombreux autres hotes
(Porter et al., 1991 ; Brenneman, Padgett et McDaniel, 1998).

Enfin, Cylindrocladium spathiphylli a induit une crise importante de la production de
Spathiphyllum en Floride et a Hawaii au début des années 1980 (Uchida, 1989 ; Uchida et
Aragaki, 1992). Ce champignon provoquait de séveéres nécroses sur les racines et le rhizome
des plants infectés, ainsi que sur le collet ou les pétioles des feuilles. Il entrainait selon les cas,
la mort des plants infectés, ou les rendait non commercialisables. Cette maladie est encore
aujourd’hui 1’une des maladies les plus communes du Spathiphyllum. A la fin des années
1980, le marché hawaiien de la fleur tropicale a de nouveau été affecté mais cette fois par le
« déclin de I’Héliconia » dii & un champignon décrit comme Cylindrocladium spathiphylli f.
sp. heliconiae (Uchida, Aragaki et Yahata, 1989), quoique ce statut de forma specialis n’ait
pas clairement été validé.

Au dela de ces exemples, une caractéristique relativement fréquente dans les
pathologies a Cylindrocladium est a relever : ces champignons sont bien souvent décrits
comme ayant des gammes d’hotes larges, si bien qu’une espece donnée de Cylindrocladium,
en plus de pouvoir infecter plusieurs hotes différents, peut former un complexe parasitaire
avec d’autres especes sur le méme hote. Le modele Cylindrocladium /| Eucalyptus est tout a
fait informatif : plusieurs especes de Cylindrocladium sont par exemple signalées sur
Eucalyptus grandis (Crous, Phillips et Wingfield, 1993). A I’inverse, l’espéce Cy.
quinqueseptatum est donnée comme affectant a elle seule au moins une vingtaine d’espéces
différentes d’Eucalyptus (Booth et al., 2000), ainsi que plusieurs autres plantes appartenant a
des familles botaniques tres différentes de la famille des Eucalyptus (Myrthaceae) (Crous et
Wingfield, 1994).

1.2 Principales caractéristiques morphologiques et biologiques, pouvoir pathogene et
méthodes de lutte

1.2.1 Principales caractéristiques morphologiques et biologiques

Les champignons du genre Cylindrocladium possédent une belle couleur fauve en
culture axénique. Que ce soit en culture pure, dans les tissus de leurs hotes végétaux, ou dans
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le sol, ils produisent souvent des chlamydospores brunes qui s’agrégent en chainettes ou en
amas plus ou moins sphériques, pour former des microsclérotes (Rowe, Johnston et Beute,
1974). Leur thalle différencie également des conidiophores qui se divisent de fagon di ou
trichotomiques pour émettre des phialides qui bourgeonnent pour produire a leur tour des
conidies (figure 1). Celles-ci sont groupées en bouquet dans un mucilage hydrosoluble.
Hyalines, de forme cylindrique, droites ou incurvées, avec des extrémités arrondies, elles sont
bi, tri ou pluricellulaires (figure 2). Un stade microconidien a pu étre observé chez certains
isolats, mais il est considéré, a tort ou a raison, comme un phénotype associé a de longues
conservations et donc comme une forme de dégénérescence culturale (Crous et Peerally,
1996). L’appareil conidien est surmonté d’une soie ou stipe qui est septé, et dont la partie
distale est renflée par une vésicule terminale de forme variable (figure 3). La fonction de ce
stipe reste inconnue.

Lorsqu’il est connu, le stade téléomorphe Calonectria est, selon 1’espéce considérée,
homo ou hétérothallique (Crous et Wingfield, 1994). Rossman (1979 ; 1983) différencie le
genre Calonectria des genres voisins Ophionectria et Nectria par ses ascocarpes verruqueux a
base stromatique foncée, par la coloration caractéristique rouge sang que prennent ces
derniers dans une solution de KOH a 3%, mais aussi par le fait que son stade anamorphe

appartienne systématiquement au genre Cylindrocladium.

Les conidies, ascospores et microsclérotes constituent les principales unités de
dissémination de ces champignons. Hwang et Ko (1975) ont montré que chez Cy.
parasiticum, les stocks respectifs de ces propagules diminuent respectivement de 87, 46 et
20% apres 8 mois d’incubation dans un sol, seuls les microsclérotes demeurant viables apres
ces périodes.

Les microsclérotes révelent généralement une faible capacité saprophytique, mais
constituent chez le genre Cylindrocladium la principale structure de conservation dans les sols
ou ils peuvent survivre pendant plusieurs années (Thies et Patton, 1970).

1.2.2 Pouvoir pathogéne

Les travaux relatifs a 1’étude du pouvoir pathogeéne sont restés pour la plupart
cantonnés a 1’étude de gammes d’hotes, aucune interaction différentielle n’ayant, a notre
connaissance, été enregistrée entre variétés ou cultivars d’'un méme hote et isolats d’une
espéce donné de Cylindrocladium. En dépit d’une variation importante d’agressivité au sein
d’isolats de Cy. parasiticum sur 6 variétés d’arachide, Rowe et Beute (1975) n’ont par
exemple détecté aucune race physiologique chez cette espece.
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Figure 1 : Représentation schématique du conidiophore chez le genre Cylindrocladium
(d’apres Crous et al., 1997)
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Figure 3 : Diversité morphologique de la vésicule du stipe chez le genre Cylindrocladium
(Crous et Wingfield, 1994)

1{‘1 2 1 2_[.3

Avesiculate (1) Clavate (1) to Ellipsoidal (1) to
to clavate (2) narrowly clavate (2) pyriform (2) or obovoid (3)
Naviculate Globose Sphaeropedunculate Ovoid (1) to ellipsoidal (2)
to obpyriform (3)
To spathalate (3)

Figure 4 : Chaetoglobosines A, C et O produites par Cy. floridanum (Ichihara et al., 1996)
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Le déroulement séquentiel du processus infectieux est également peu étudié. Plusieurs
travaux ont par contre été consacrés a l’identification et au rdle de certains métabolites
phytotoxiques produits par les Cylindrocladium en culture pure ou lors de la pathogenése.
Kaushik et Gupta (1992) signalent que les filtrats de culture de Cy. quinqueseptatum,
autoclavés ou non, provoquent le flétrissement de plantules d’ Eucalyptus tereticornis dans les
24 heures, et finalement leur mort dans les 10 jours. Ces filtrats inhibent également la
germination de semences de S espéces d’Eucalyptus testées. De méme, Ichihara et al. (1996)
ont montré que Cy. floridanum responsable chez la luzeme de 1’Alfafa Black Rot Disease
produit des composés phytotoxiques appelés Chaetoglobosines A, C et O (Figure 4) qui sont
proches de métabolites initialement décrits chez Chaetomium globosum. La Chaetoglobosine
A et la 19-O-acétylchaetoglobosine A ont aussi été décrites comme des « toxines » produites
par Calonectria morganii, stade téléomorphe de Cylindrocladium scoparium (von Wallbrunn
et al., 2001). Ces composés se sont également révélés phytotoxiques sur des semis de cresson.
Le role exact de ces Chaetoglobosines dans le déterminisme du pouvoir pathogéne reste
cependant non élucidé.

On peut également citer les travaux de Hirota et al. (1973) et de Nikolskaya et al.
(1995) qui indiquent respectivement que Cy. scoparium et Cy. pteridis (ex. Cy. macrosporum)
produisent des tétrapeptides cycliques de structure analogue a la HC toxine de la race 1 de
Cochliobolus carbonum. Nikolskaya et al. (1995) ont d’ailleurs publié¢ les séquences
d’amorces dégénérées permettant de cloner par PCR, une famille de génes codant pour les
enzymes CPS (Cyclic Peptide Synthases) qui catalysent la synthése de ces tétrapeptides.
Mais, 1a encore le statut exact de ce type de toxine dans la pathogenese des Cylindrocladium
n’a pas été précisé.

Notons enfin que les nématodes phytophages sont souvent reconnus comme des
facteurs aggravant des maladies des plantes causées par les champignons du genre
Cylindrocladium (Diomande et Beute, 1981).

1.2.3 Méthodes de lutte contre les Cylindrocladioses

Les quelques travaux sur la recherche de techniques de lutte culturale contre les
maladies a Cylindrocladium ont surtout concerné Cy. parasiticum sur arachide. Sidebottom et
Beute (1989a) ont ainsi préconisé la pratique de rotations culturales avec le soja pour
diminuer I’impact de Cy. parasiticum dans les champs d’arachide. Le soja est pourtant hte de
Cy parasiticum, mais les microsclérotes laissés dans les sols a I’issue de sa culture sont décrits
par ces auteurs comme ayant une efficience infectieuse moindre sur arachide. Le mais est par
contre cité comme une culture non hote (Black et Beute, 1984). Sidebottom et Beute (1989b)

indiquent également que les techniques culturales favorisant une température moyenne du sol
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plus élevée, par exemple une plantation tardive, diminuent ’impact de la Cylindrocladium
Black Rot (CBR).

Les méthodes de lutte contre les cylindrocladioses restent donc essentiellement
chimiques. Jayasinghe et Wijesundera (1995) ont proposé 1’utilisation de Bénomyl, de
Mancozebe, et de mélanges Métalaxyl et Mancozeébe, ou Oxadixyl et Mancozébe pour la
maitrise de Cy. quinqueseptatum sur Eugenia caryophylla. Dans les années 1980, le Métam-
sodium a été utilisé pour désinfecter le sol des parcelles d’arachide aux Etas-Unis pour lutter
contre la CBR (Cline et Beute, 1986). Plus récemment, Kucharek, Atkins et Hoover (1995)
ont montré que cette méme maladie de 1’arachide ainsi que la pourriture blanche due a
Sclerotium rolfsii pouvaient étre contrdlées a 1’aide d’applications de Fluaziname (famille des
Phénylpyridylamines).

Depuis quelques années cependant, plusieurs travaux sont consacrés a la recherche de
méthodes alternatives plus durables et moins polluantes que la lutte chimique. La
Cylindrocladium Black Rot (CBR, Cy. parasiticum) a par exemple été prise en compte dans
les programmes d’amélioration génétique de 1’arachide. Kucharek et al. (2000) ont ainsi
sélectionné des cultivars d’arachide résistants a cette maladie, certains d’entre eux exprimant
également une résistance a la virose due au Tomato Spotted Wilt Virus. Au Vietnam, pour
prévoir le risque de rouille foliaire dans les plantations d’Eucalyptus camaldulensis (agent
causal Cy. quinqueseptatum), Booth et al. (2000) ont proposé un systtme d’avertissement
climatique.

Plusieurs composés d’origine biologique ou agents de lutte biologique ont également
été évalués en laboratoire ou en pépiniere pour lutter contre les champignons du genre
Cylindrocladium. Laflamme et al. (1999) ont montré que le chitosane avait des effets
defavorables sur différents champignons telluriques pathogeénes en pépinieres forestiéres dont
Cy. floridanum, en induisant une réduction de la croissance radiale et diverses altérations
morphologiques ultrastructurales : forte vacuolisation cellulaire, épaississement de la paroi
fongique, distorsion d’hyphes, agrégation cytoplasmique, décollement et altération de la
membrane plasmique. Dumas et al. (1996) ont illustré la capacité de plusieurs espéces de
Trichoderma a inhiber in-vitro la croissance mycélienne et la production de microsclérotes de
Cy. floridanum.

De méme, Morin, Samson et Dessureault (1999) ont montré que les deux champignons
ectomycorhiziens Paxillus involutus et Hebeloma cylindrosporum inhibent la croissance in-
vitro de Cy. floridanum. Par ailleurs, P. involutus réduit significativement le pourcentage de
plants infectés d’un semis d’épine-vinette noire (Picea mariana) lorsqu’il est inoculé de fagon
précoce a ce semis.

D’autres études plus rares font référence a la possibilité d’utiliser des bactéries comme
agents de lutte biologique contre les champignons du genre Cylindrocladium. Dos Santos et

10
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de Melo (1993) rapportent par exemple la bonne efficience d’isolats de Bacillus spp. et de
Streptomyces sp. pour le contrdle biologique de Cylindrocladium scoparium, responsable de
fontes de semis sur Eucalyptus. Un autre exemple d’utilisation concréte des bactéries PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) contre les Cylindrocladium est donné par les travaux
de Reddy (1997). Apres évaluation des possibilités d’utilisation en lutte biologique en
pépinieres forestiéres commerciales d’environ 500 micro-organismes d’origines et de natures
diverses, cet auteur a sélectionné 1’isolat Ral-3 de Burkholderia cepacia. 1l en a réalisé une
formulation liquide, stable, utilisable en pépinieres, qui induit une promotion de croissance et
une bio-protection de certains coniferes contre différents pathogenes fongiques de pépiniéres,
parmi lesquels plusieurs Cylindrocladium.

1.3 Une délimitation taxinomique du genre longtemps controversée

Le genre Cylindrocladium est aujourd’hui identifié par deux types de caractéristiques
morphologiques. D’une part, ses conidiophores pénicillés qui sont surmontés d’un stipe septé
a paroi mince, et dont I’apex est renflé en une vésicule. Et d’autre part, ses conidies de taille
supérieure a 30 pm, qui sont rangées en paquets cylindriques (Crous et Wingfield, 1994 ;
Decock et Crous, 1998). Si le caractére discriminant de ces criteres est aujourd’hui admis par
la plupart des mycologistes travaillant sur ce genre, ils étaient, jusqu’a récemment encore,
souvent controversés, favorisant par 14 méme de trés nombreuses confusions taxinomiques.

Le genre fut initialement décrit en 1892 par Morgan sur la base de ses caractéristiques
conidiennes, mais sans aucune référence au stipe qui surmonte I’appareil conidiogéne. Dans
les décennies qui suivirent, ’existence et les caractéristiques du stipe furent, selon les cas,
prises en compte ou non, et le faible nombre de caractéres morphologiques discriminants
aidant, de nombreux nouveaux genres furent définis pour décrire des champignons
aujourd’hui reconnus comme des Cylindrocladium. C’est ainsi que Candelospora,
Tetracytum, et Acontiopsis furent par exemple décrits comme des genres a part entiere
pendant la premiére moitié du vingtiéme siécle, avant d’étre par la suite considérés comme
synonymes de Cylindrocladium (Peerally, 1991). Il y eut au cours de cette période, d’autres
types de confusions. Le champignon initialement décrit par Bugnicourt (1939) comme
Cylindrocarpon gracile fut par la suite redéfini par Boesewinkel (1981) comme une nouvelle
espéce de Cylindrocladium, alors dénommée Cy. gracile. Inversement, Barron (1968) traita le
genre Gliocladopsis comme un synonyme de Cylindrocladium.

Au cours des deux derniéres décennies, de nouvelles confusions eurent lieu,
notamment avec le genre Cylindrocladiella. Défini en 1982 par Boesewinkel, ce genre était

alors distingué de Cylindrocladium essentiellement par un agencement différent de ses
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microsclérotes, et surtout par des conidies plus petites et un stipe non septé. En 1991, Peerally
ne reconnut pas ces caractéres comme discriminants, et considéra alors les deux genres
comme synonymes. Deux ans plus tard, Crous et Wingfield (1993) les dissoci¢rent de
nouveau sur la base de comparaisons morphologiques incluant également les genres voisins
Gliocladopsis et Cylindrocarpon.

Si depuis quelques années, un consensus semble s’étre établi sur la circonscription
phénotypique du genre, la systématique de la tres importante famille des Nectriaceae s’est
dans le méme temps complexifiée du fait de la définition de nouveaux genres anamorphes tres
proches sur le plan morphologique du genre Cylindrocladium, comme par exemple les genres
Curvicladium ou Xenocylindrocladium (Decock, Henebert et Crous, 1997 ; Decock et Crous,
1998). Le risque de confusion taxinomique réapparait, et il parait important de chercher a

disposer de critéres discriminant efficacement le genre Cylindrocladium de ses voisins.

1.4 L’identification des espéces : un probleme récurrent au sein du genre

La systématique des especes de Cylindrocladium a elle aussi une histoire extrémement
mouvante et compliquée. Globalement, on peut distinguer 4 grandes périodes.

1.4.1 La période 1(1892 a 1990) : L’époque des espéces morphologiques

Boedijn et Reitsma (1950) effectuent I'une des toutes premicres revues du genre
Cylindrocladium, en y reconnaissant sept especes différentes. Ils prennent en compte non
seulement la morphologie des conidies, mais également celle de la vésicule terminale du
stipe. Tout au long de cette période, les espéces sont définies sur une base morphologique, et
comme nous 1’avons déja évoqué, 1’utilité taxinomique de la vésicule fait en particulier I’objet
de plusieurs controverses, certains considérant ce caractére comme fiable (Sobers et Alfieri,
1972 ; El-Gholl et al., 1986 ; El-Gholl, Leahy et Schubert, 1989), et d’autres le trouvant au
contraire peu stable ou n’y faisant pas référence (Zumpetta, 1976 ; Rossman, 1983). C’est au
cours de cette période que Rossman (1979 ; 1983) identifie le stade téléomorphe chez le genre
Cylindrocladium.

1.4.2 La période II (1990 & 1994) : la parution de deux monographies de référence sur la

systématique des espéces de Cylindrocladium

Ces monographies sont celle de Peerally (1991) qui reconnait 26 espéces, et celle de
Crous et Wingfield (1994) qui en discrimine une vingtaine. Elles ont en commun de
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reconnaitre 1’utilité taxinomique des caractéristiques de la vésicule du stipe et d’en tenir
compte en conjonction avec celles des conidies (forme, taille et septation). Cependant, on ne
se restreint plus seulement au concept de 1’espece morphologique, puisque I’existence et les
caractéristiques du stade téléomorphe Calonectria sont également prises en compte. Ces deux
monographies divergent sur la synonymie entre Cylindrocladiella et Cylindrocladium, celle
de Crous et Wingfield (1994) dissociant les deux genres sur la base d’une étude phénotypique
détaillée parue une année auparavant (Crous et Wingfield, 1993). L’exploitation approfondie
de ces monographies et des clés de détermination qu’elles proposent, révele que la distinction
des especes au sein du genre Cylindrocladium reste compliquée par deux types de facteurs :

- D’une part, les souches peuvent se révéler trés pléiomorphes du fait que les
caracteres considérés comme discriminants d’un point taxinomique peuvent se révéler
sensibles aux conditions de milieux. Crous, Phillips et Wingfield (1992) ont par exemple
montré que des modifications de potentiel osmotique des milieux de culture entrainent des
changements de morphologie des conidies et de la vésicule terminale. Cela a conduit ces
auteurs a proposer l’utilisation de milieux de culture standardisés, comme le C.L.A.
(Carnation Leaf Agar) dans les études taxinomiques.

- D’autre part, ces mémes marqueurs morpho-taxinomiques se déclinent de fagon
quasi-continue d’une espece a 1’autre, tant pour les critéres conidiens que pour les critéres
forme et taille des vésicules, ce qui les rend d’autant moins discriminants. Si ces 2
monographies s’accordent globalement sur plusieurs espéces, elles différent néanmoins sur
plusieurs autres. ‘

Notons enfin, que c’est au cours de cette période qu’apparaissent les premiéres études
taxinomiques utilisant des critéres biochimiques ou moléculaires en plus des critéres
morphologiques. C’est ainsi que El-Gholl et al. (1992a) ont recours a 1’électrophorése de
protéines solubles et d’isozymes, en renfort de la morphologie, pour identifier une nouvelle
espece baptisée Cylindrocladium ovatum. De méme, Crous et al. (1993) différencient des
especes de Cylindrocladium a conidies triseptées, par électrophorése d’estérases et par

comparaison des profils de restriction de I’ADN total.

1.4.3 La période III (1994 4 1997) : Le recours aux marqueurs moléculaires et la remise en

cause des espéces morphologiques

Cette période se caractérise par des tentatives répétées de correction des incertitudes
taxinomiques dans la détermination des especes chez le genre Cylindrocladium, aussi bien en
ayant recours a des outils de caractérisation moléculaire, qu’en recherchant des groupes

interfertiles. En 1995, puis en 1997, Crous et al. utilisent une sonde hétérologue de

13



Chapitre 1 : Introduction — Revue bibliographique

Neurospora crassa marquée au P*? pour visualiser le polymorphisme de restriction de I’ ADNr
nucléaire d’espéces de Cylindrocladium a conidies mono a triseptées et a vésicule « clavate »
(terme anglais désignant ici une vésicule sans renflement). Sur cette base, I’homonymie de
certaines espéces est établie, et de nouvelles espéces sont érigées. C’est ainsi que Cy.
clavatum et Cy. gracile pourtant identifiées comme deux especes proches, mais différentes
dans les 2 monographies de Peerally (1991) et Crous et Wingfield (1994) sont reconnues
comme étant synonymes. Parallelement, l’existence de plusieurs complexes d’espéces
similaires sur le plan morphologique est mise a jour, et il apparailt désormais que les
marqueurs morphologiques sont insuffisants a eux tout seuls chez ce genre pour la
caractérisation des especes, d’ou le recours aux marqueurs moléculaires, et la prise en compte
du stade téléomorphe. La correspondance entre stades anamorphe et téléomorphe est
également remise en cause chez plusieurs especes. Calonectria gracilis qui avait été décrit,
diagnose latine a 1’appui, par Crous, Wingfield et Alfenas (1993) comme le stade téléomorphe
de Cy. gracile est revu et alloué comme celui d’une nouvelle espece Cy. pseudogracile
(Crous, Theron et Van Zyl, 1997). De méme, Calonectria clavata décrit par E1-Gholl (1993)
comme le stade téléomorphe de Cy. clavatum est redéfini comme celui d’une nouvelle espéce
Cy. flexuosum (Crous, Korf et Van Zyl, 1995). Le nombre d’especes reconnues dans le genre
augmente et I’examen d’un nombre croissant d’isolats pousse a réviser les limites de
mensurations conidiennes ou les formes de vésicule chez plusieurs espéces (Crous et Peerally,
1996 ; Crous, Theron et Van Zyl, 1997).

Au cours de cette période, les marqueurs moléculaires ont été appliqués seulement a
quelques complexes d’espéces. Ces marqueurs sont essentiellement des RFLPs et les
techniques qui leurs sont inhérentes restent lourdes a mettre en ceuvre et non dénuées de

contraintes fortes (marquage radioactif).

1.4.4 La période IV (1997 a nos jours): La demande pour de nouveaux marqueurs

discriminants et faciles & mettre en oeuvre

Dés le début de cette période, de nouvelles espéces sont régulierement définies (El-
Gholl et al., 1997). Deux nouvelles clés de détermination respectivement ciblées sur les
especes de Cylindrocladium a conidies a un septum et sur celles du complexe Cy.
candelabrum paraissent (Crous et al., 1997 ; Schoch et al., 1999). Le nombre d’espéces
continue régulierement d’augmenter. La nécessité de disposer de nouveaux marqueurs
pouvant discriminer n'importe laquelle des espéces du genre, et qui soient faciles a mettre en
ceuvre pour [’évaluation taxinomique et la phylogénie des espéces anciennement ou

nouvellement érigées se fait clairement ressentir. C’est aussi a ce moment que démarre la
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présente thése. Les travaux réalisés a cette période seront discutés en parallele aux notres dans
le chapitre 3.

2 Le statut des 'champignons‘ du genre Cylindrocladiuih au sein du

. Complexe Parasitaire Racinaire (CPR) des bananiers

Dans cette partie, nous nous attachons a décrire le pathosystéme dans lequel sont
impliqués des champignons du genre Cylindrocladium en bananeraies. Apres une présentation
succincte de I’hote (les bananiers), nous présentons le Complexe Parasitaire Racinaire qui lui
est généralement associ€, en insistant plus particulierement sur I’interaction Cylindrocladium
/ bananier / sol.

2.1 Les bananiers

2.1.1 Importance socio-économique

D’aprés les estimations 1998-1999, la production mondiale de bananes s’éléve a
environ 88 millions de tonnes (Lescot, 2000). Les bananes consommeées a 1’état frais (bananes
de type « dessert ») représentent 54% de cette production, tandis que les bananes a cuire dont
les variétés les plus connues appartiennent au sous-groupe des plantains (AAB) en constituent
46%. Ces derniéres constituent un aliment de base essentiel pour de nombreuses populations
de la zone tropicale. Toutes catégories de bananes confondues, avec 11 Mt (estimations 1998-
1999) I’Inde est le premier pays producteur devant 1’Ouganda (10 Mt), le Brésil (5.6 Mt) et
I’Equateur (5.4 Mt).

Environ 14.5% de cette production mondiale fait 1’objet d’exportations internationales,
les « bananes dessert » en représentant la quasi totalité. Cultivées aussi bien dans des
systémes intensifs de type monocultural que dans des « jardins vivriers » extensifs (culture
mixte), elles sont présentes tant en zone tropicale qu’en zone subtropicale ol bien souvent
elles constituent pour de nombreux pays, une importante source de devises. L’Equateur est le
premier pays exportateur de « bananes dessert » avec 3.9 Mt, devant le Costa-Rica (2 Mt) et
la Colombie (1.6Mt).

La banane de type « dessert » occupe ainsi le troisiéme rang de la production fruitiere
mondiale derriére les agrumes et les raisins, et le second, toujours apres les agrumes, quant au

volume échangé sur les marchés internationaux. Elle fait I’objet d’une &pre concurrence sur le
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marché international entre les pays de la zone dollar (essentiellement I’ Amérique latine), ceux
de la zone Europe, et les pays ACP (Afrique, Caraibe, Pacifique). D’un intérét économique
extrémement sensible, elle est au centre de dissensions maintenant chroniques entre ’OMC
(Organisation Mondiale du Commerce) et I’OCMB (Organisation Commune des marchés de

la Banane de la CE.E.) quant aux regles d’approvisionnement du marché européen.

2.1.2 Systématique et organisation génétique — Eléments de botanique

- Systématique — Organisation génétique

Originaires d’Asie du Sud-Est, les bananiers sont des monocotylédones qui
appartiennent au genre Musa et a la famille des Musaceae (Jenny et al., 1999). Les Musaceae
constituent, avec les 3 familles proches que sont les Strelitziaceae, les Zingiberaceae et les
Heliconiaceae, I’ordre des Zingibérales. Le genre Musa comprend 4 sections parmi lesquelles
la section Fumusa qui comporte la majorité des bananiers comestibles car a fruits
parthénocarpiques, et leurs ancétre sauvages séminiferes Musa acuminata et Musa balbisiana.
Par leur apport respectif d’un génome A ou d’un génome B, ces deux espéces M. acuminata
et M. balbisiana sont considérées comme étant a 1’origine d’une grande partie des clones
cultivés pour leurs fruits comestibles, les espeéces M. schizocarpa et celles de la section
Australimusa fournissant respectivement les génomes S et T qui ne se retrouvent que chez de
rares clones (Jenny et al., 1999) (figure 5). Les variétés cultivées sont parthénocarpiques et
souvent fortement stériles. Leur reproduction est assurée par la voie végétative. Elles sont
surtout triploides (AAA, AAB, ABB) ou diploides (AA et plus rarement AB ou BB) (Tableau
1). Dans de nombreuses régions du monde, les variétés de bananes de « type dessert » les plus
utilisées sont celles faisant partie du sous-groupe Cavendish, avec en particulier les cultivars
« Grande-Naine » et « Poyo ».

- Botanique

Herbes géantes pouvant atteindre 15 m de hauteur (figure 6), les bananiers ont un
pseudo-tronc constitu¢ par 1’imbrication des longues gaines de leurs feuilles. Le méristéme
apical est localisé au centre de ce pseudo-tronc au niveau du collet de la plante (Stover et
Simmonds, 1987).

Le bouquet foliaire est constitué de quinze a vingt feuilles au limbe allongé, et dont

I’émission est relayée par la sortie de l’inflorescence ou régime. Celle-ci est d’abord

composée de plusieurs rangées de fleurs femelles ou « mains » dont I’ovaire hyper-développé
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Figure 5 : Schéma de domestication des bananiers (Jenny et al., 1999)

M. acuminata M. balbisiana M. schizocarpa  Australimusa
C_D | D
especes .ﬁ.’ @ @
sauvages --

croisements intraspécifiques et interspécifiques
domestication pour la parthénocarpie et la stérilité

cultivars
diploides

production de gamétes non réduits chez les bananiers parthénocarpiques
croisements entre bananiers parthénocarpiques et avec les bananiers séminiféres

de cultivars

triploides
différenciation a l'intérieur des sous-groupes
par des séries de mutations ponctuelles

Gros Michel Plantain Bluggoe
Cavendish Silk Pelipita
Lujugira Popoulou

A : Génome A fourni par Musa acuminata Colla

B : Génome B fourni par Musa balbisiana Colla

S : Génome S fourni par Musa schizocarpa Simmonds
T : Génome T fourni par Musa textilis Née
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Tableau 1 : Classification et répartition géographique des principaux bananiers cultives

(Bakry et al., 1997)

Sous-groupe Cultivars Type de fruit Distribution
Groupe AA
o Sucrier Pisang Mas, Frayssinette dessert sucré tous continents
Figue sucrée
o Pisang Lilin —--- dessert Indonésie, Malaisie
o Pisang Berangan - dessert Indonésie, Malaisie
elakatan = - dessert Philippines
Groupe AAA
¢ Cavendish Lacatan, Poyo, Williams dessert pays exportateurs
Grande Naine, Petite Naine
o Gros Michel Gros Michel, Highgate, Cocos dessert tous continents
o Figue Rose Figue Rose rose, Figue Rose verte dessert Philippines,
» Pacifique, Antilles
o Lujugira Intundu, Mujuba a biére, a cuire Afrique de I’Est
o Ibota Yangambi km 5 dessert Indonésie, Afrique
Groupe AB :
o Ney Poovan Safet Velchi, Sukari dessert acide Inde, Afrique de I’Est
Groupe AAB )
o Figue Pomme Maga, Silk dessert acide tous continents
o Pome Prata dessert acide Inde, Malaisie,
Australie, Brésil,
Afrique de I’Ouest
« Mysore Pisang Ceylan dessert acide Inde
o Pisang Kelat Pisang Kelat dessert Inde, Malaisie
« Pisang Rajah Pisang Rajah Bulu 4 cuire Malaisie, Indonésie
o Plantains French, Corne, Faux Corne a cuire Afrique du Cenire et
= de I’Ouest, Caraibe,
Amérique latine
« Popoulou Popoulou a cuire Pacifique
« Laknao Laknao a cuire Philippines
o Pisang Nangka Pisang Nangka a cuire Malaisie
Groupe ABB
o Bluggoe Bluggoe, Matavia, Poteau, 4 cuire Philippines, Caralbe,
Cacambou : Amérique latine
o Pelipita Pelipita a cuire Philippines,
Amérique latine
o« Pisang Awak Fougamou dessert Thailande, Inde,
~ Philippines,
Afrique de I’Est
ePeyan a cuire - Philippines,
N Thailande
o Saba Saba a cuire Philippines,
4 Indonésie, Malaisie
Groupe AAA Champa Nasik dessert ——
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Figure 6 : Représentation schématique d’un bananier (Champion, 1963)
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donnera le fruit consommeé, la banane. Viennent ensuite des fleurs males formant ce que 1’on

appelle communément le bourgeon male ou « popotte ».

Le systéeme souterrain du bananier est quant a lui constitué d’une tige vraie réduite
(rhizome) d’ou prennent naissance par groupes de 3 ou 4 des racines adventives (figure 7). Ce
rhizome porte plusieurs méristémes axillaires d’ages différents (Price, 1995). Ce sont eux qui
sont a 1’origine des bananiers fils ou « rejets ». La zone vasculaire centrale du rhizome est
séparée du parenchyme cortical périphérique par un parenchyme particulier appelé couche de
Mangin. C’est au niveau de cette couche de Mangin que sont émises les racines primaires.
Ces derniéres traversent donc 1’épaisseur du cortex du rhizome avant de gagner le sol. Les
plus anciennes sont situées a la base du rhizome, et les plus récentes sont a I’inverse celles qui
sont émises le plus pres de la surface du sol. D’aspect cordiforme, elles ont 5 & 10 mm
d’épaisseur, et une organisation histologique typique de monocotylédone. Leur cylindre
central contient des pdles alternés de phloeme et de xyléme, et est séparé du parenchyme
cortical aux espaces lacunaires, par I’endoderme et le péricyle. Ces racines primaires peuvent
atteindre 5 a 10 m de longueur dans les sols ou la structure physique est favorable (Beugnon
et Champion, 1966). Lassoudiere (1978) situe la zone active d’élongation des racines environ
5 mm en arriere de la coiffe apicale.

Les racines primaires peuvent donner naissance a des racines secondaires ou tertiaires,
qui participent activement a 1’alimentation hydrique et a la nutrition minérale du bananier.
D’apres Riopel (1966), les racines latérales sont émises entre 12 et 30 cm de ’apex d’une
racine primaire.

En plus de ces fonctions trophiques et hydriques, les racines assurent 1’ancrage du
bananier dans le sol. Lorsqu’elles sont fragilisées sous 1’effet de contraintes physiques ou
biotiques (parasitisme), elles rompent, ce qui provoque la chute du bananier. Price (1995)

indique que cette chute constitue le principal facteur diminuant le rendement en bananeraies.

2.2 Le Complexe Parasitaire Racinaire des bananiers

Quelle que soit la zone de culture du bananier, on trouve associée au systéme racinaire
une biocénose comprenant généralement des nématodes phytophages et des champignons
telluriques : c’est le Complexe Parasitaire Racinaire (CPR). Ce CPR est quantitativement et
qualitativement variable dans I’espace et dans le temps, du fait de la diversité des contextes
pédo-climatiques dans lesquels sont cultivés les bananiers, et de celle des pratiques culturales.
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2.2.1 Les nématodes endoparasites

Plusieurs genres et especes de nématodes de biologie trés différente sont a 1’origine
des peuplements nématologiques associés aux racines du bananiers (Gowen et Quénéhervé,
1990). Certains provoquent des 1ésions nécrotiques sur les racines et le rthizome des bananiers
et a terme la chute des plants atteints. L’espece endoparasite Radopholus similis (famille des
Pratylenchideae) représente 1'une des especes de nématodes les plus dommageables pour le
bananier.

2.2.2 Les champignons telluriques

- Fusarium oxysporum f. sp cubense

La « maladie de Panama » est la plus grave maladie tellurique du bananier. Elle est
due au complexe Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Aprés une phase purement tellurique,
ces champignons pénétrent les racines et gagnent le xyléme causant ainsi une trachéomycose
qui entraine le flétrissement de la plante. Cette maladie a détruit plus de 40000 ha de
bananiers dans les années 1960, obligeant 1’industrie bananiére d’exportation a quasiment
abandonner les triploides AAA du sous-groupe Gros-Michel, au profit de ceux du sous-
groupe Cavendish (Ploetz et Pegg, 1999). Certaines races affectent cependant ces derniers
(Bentley et al., 1998).

- Les pourridiés

Une seconde catégorie de champignons affectent le systeéme souterrain des bananiers
en occasionnant de véritables pourritures de racines ou de rhizomes, ou les deux a la fois. Ce
sont essentiellement des Armillaires (Jones et Stover, 1999) et des Rosellinia spp. (Jones,
1999). Leur incidence n’a été rapportée que de fagon occasionnelle et locale.

- Les champignons associés aux 1ésions nécrotiques racinaires (Root Rot Fungi)

Une premiére catégorie de ces champignons est formée par ceux qui sont considérés
comme des colonisateurs secondaires de nécroses (parasites de faiblesse) et ceux dont
I’implication dans le déterminisme des nécroses est mal définie. Plusieurs inventaires dont la
plupart sont déja anciens en ont été réalisés (Goos et Timonin, 1962 ; Brun et Laville, 1965 ;
Stover, 1966 ; Loridat, 1989). En plus des Fusarium oxysporum non pathogenes qui sont des
agents communs de la rhizosphére des bananiers, ce sont surtout Fusarium solani ainsi que
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Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Cylindrocarpon musae qui sont cités, et plus rarement des
Pythiaceae telles que Pythium et Phytophthora spp. Ces champignons sont impliqués aussi
bien dans les nécroses affectant les racines primaires que dans celles qui occasionnent le
noircissement et la mort des fines racines latérales nourricieres (Jones et Stover, 1999).

Leur role exact dans I’étiologie des nécroses est d’autant moins défini, que leur
présence est simultanée a celle de communautés plurispécifiques de nématodes phytophages,
dont certaines espéces sont reconnues comme des parasites a part entiere du systeme racinaire
du bananier (Gowen et Queneherve, 1990). Ponctuellement, certains d’entre eux ont pu étre
désignés comme capables de générer des dégits seuls, en I’absence de ces nématodes, mais
dans des conditions particuliéres, comme sur de trés jeunes plants (Stover, 1966). Dans
d’autres cas comme par exemple dans celui de Cylindrocarpon musae, le statut de pathogeéne
de blessure a pu clairement &tre établi (Booth et Stover, 1974). D’une maniere générale, ces
champignons sont essentiellement considérés comme des envahisseurs secondaires de
nécroses générées par les nématodes endoparasites du bananier, leur action étant plus décrite
comme un facteur d’extension supplémentaire des nécroses, que comme un facteur causal
(Blake, 1961 ; Mateille et Folkertsma, 1991). Leur effet serait renforcé dans les sols trés
argileux, de structure compacte, ou en situations hydromorphes (Jones et Stover, 1999).
D’apres Mateille et Folkerstma (1991), 1’association dans une méme nécrose d’une espéce
donnée de champignons et d’une espece particuliere de nématodes serait aléatoire.

Une seconde catégorie de champignons associés aux lésions racinaires est représentée
par les champignons du genre Cylindrocladium. Mis en évidence de fagon formelle pour la
premiére fois a la Martinique (Loridat, 1986), ils se comportent comme de véritables parasites
primaires en étant capables de pénétrer directement dans les racines, et d’y provoquer

d’importantes 1ésions nécrotiques qui alteérent 1’ancrage des bananiers et favorisent sa chute.

2.3 L’interaction Cylindrocladium / bananier / sol

2.3.1 Le contexte agronomique des premiéres mentions de Cylindrocladium chez les

bananiers

Au milieu des années 1980 fut signalée aux Petites Antilles une baisse flagrante de
productivité dans les systémes intensifs monoculturaux & base de bananiers. Les chutes de
rendement étaient d’importance variable, mais pouvaient atteindre pres de 30% dans les
bananeraies installées sur sols récents peu altérés. Un diagnostic de la fertilité fut alors
entrepris dans ces systémes intensifs, sous forme d’enquétes dont les résultats furent publiés
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de 1987 41992 (Delvaux et Guyot, 1989 ; Loridat, 1989 ; Delvaux, Perrier et Guyot, 1990 ;
Dorel et Perrier, 1990).

D’un caractere exploratoire, la démarche avait pour objectif de hiérarchiser les
facteurs limitant le potentiel de production, a partir de données collectées a 1’échelle
parcellaire, et en fonction des états du milieu (sol, climat), de la plante (croissance, nutrition,
parasitisme) et de I’analyse des pratiques culturales. Elle permit de mettre en évidence que les
contraintes parasitaires s’exercant sur le systéme racinaire des bananiers constituaient 1’un des
principaux facteurs limitant le rendement dans les systémes intensifs bananiers des Antilles
(Delvaux, Perrier et Guyot, 1990), et ce, particuliérement sur les sols récents peu altérés, de
type andosols et sols développés sur cendres et ponces andésitiques (figure 8). L’observation
de profils culturaux soulignait la présence d’importantes 1ésions nécrotiques sur le systéme
souterrain des bananiers (Delvaux et Guyot, 1989), ce qui a terme favorisait la chute des
bananiers atteints. Les analyses relatives a 1’identification et au dénombrement de la
microflore associée aux lésions nécrotiques des racines et de rhizomes mirent en évidence la
présence de nématodes endoparasites, mais révélérent également celle d’une cohorte de
champignons appartenant a divers genres tels que Fusarium, Rhizoctonia, Cylindrocarpon,
Botryodiplodia, Pythium et Cylindrocladium (Loridat, 1986 ; 1989).

L’évaluation du pouvoir pathogene des différents genres fongiques inventoriés fut
entreprise par ce méme auteur, sur la base de réinoculation sans blessure préalable des
racines, et de la vérification des principes de Koch. Seuls les isolats du genre Cylindrocladium
se révélerent pathogenes. Des résultats de méme nature furent également obtenus a la
Guadeloupe (Loridat et Ganry, 1991). A peu pres a la méme époque, Semer et al. (1987)
indiquaient la présence de Cylindrocladium musae sp. nov. associé a de fréquentes chutes de
bananiers dans les plantations du Costa-Rica.

2.3.2 La méconnaissance des especes impliquées chez les bananiers

En plus de la Martinique et du Costa-Rica, la présence de champignons du genre
Cylindrocladium est aujourd’hui signalée sur bananiers aussi bien en Guadeloupe, qu’en Cdte
d’Ivoire (Kobenan, 1991), ou au Cameroun (Castaing et al., 1996). Un autre inventaire du
parasitisme tellurique sur bananiers mené en Caraibe anglophone dans les années 1994-95
signale également la présence de champignons du genre Cylindrocladiella associés a des
nécroses racinaires (Fagan, Lubin et Williams, 1995). Compte-tenu des confusions
taxinomiques ayant longtemps entaché les deux genres (voir § 1.3), il n’est pas exclus de

penser, sous réserves de vérification, qu’il puisse en réalité s’agir de Cylindrocladium.
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Figure 8 : Schéma illustrant la hiérarchie des facteurs limitant le rendement en bananeraies
dans différentes zones pédo-climatiques de la Martinique (Delvaux, Perrier, et Guyot, 1990)
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Dans la plupart des situations géographiques évoquées ci-dessus, aucune référence
n’est faite a I’espéce ou aux espeéces de Cylindrocladium impliquées dans les nécroses
racinaires et les chutes de bananiers. Aucune caractérisation n’est faite non plus des isolats de
ce genre provenant d’une trentaine de variétés d’une collection génétique de bananiers en
Martinique (Loridat et Ganry, 1991). Seuls deux auteurs ameénent quelques éléments sur le
phénotype des souches qu’ils isolent. Semer et al. (1987) indiquent dans le résumé de leurs
travaux que les isolats costaricains de Cy. musae sp. nov. sont pathogenes, et les dépeignent
avec des stipes a vésicule terminale sphérique, et des conidies plus longues de 37 % que
toutes les espeéces de Cylindrocladium décrites jusque 1a. Ces mémes auteurs décrivent ces
isolats comme thermophiles (croissance a 36°C) et comme possédant des profils protéiques et
d’isoestérases différents de ceux de toutes les especes de Cylindrocladium a vésicule
sphérique. Leur tentative d’obtention du stade téléomorphe est restée vaine. Il ne nous a pas
été possible d’obtenir le détail des travaux de ces auteurs. Par ailleurs, la nouvelle espéce
qu’ils ont définie n’a jamais été validée, et aucune suite ne semble avoir ét€¢ donnée a leur
travail. En parall¢le, nous avons décrit des isolats de Martinique comme ayant des vésicules
terminales clavates, des conidies principalement monoseptées de 69 a 86 um de longueur et
de 5.6 a 6.2 um de largeur sur milieu malt a 1% (Riséde, 1994). Nous avions alors rapproché
ces caractéristiques morphologiques de celles de 1’espece Cy. pteridis, mais sans pouvoir
statuer de fagon définitive, en 1’absence d’utilisation d’autres types de marqueurs plus
discriminants.

La comparaison des caractéristiques des isolats du Costa-Rica et de ceux de
Martinique suggere qu’il existerait donc une certaine diversité chez les Cylindrocladium du
bananier, mais aucun travail de synthése ne permet de la répertorier, ni d’en apprécier la
distribution. Un travail de ce type constitue pourtant une étape incontournable en vue de

définir des méthodes de diagnostic performantes, et des stratégies de contréle qui soient
raisonnées.

2.3.3 Symptomatologie et conséquences pour le bananier

Au champ, les symptdmes induits par les champignons du genre Cylindrocladium sont
rarement dissociés de ceux des autres composantes du Complexe Parasitaire Racinaire, et en
particulier de ceux des nématodes et des colonisateurs fongiques secondaires. Lors des
enquétes-diagnostic menées aux Antilles frangaises, les lésions nécrotiques rougeitres a
noirtres qui sont associées au CPR sont décrites comme étant localisées d’une part sur les

rhizomes & la base des rejets et au niveau des points d’insertion des racines primaires, et
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Figure 9 : Lésions nécrotiques sur racines de bananiers

a : Lésions nécrotiques dues au Complexe Parasitaire Racinaire (racines provenant du
champ)

b-d : Lésions nécrotiques sur racines de vitroplants de bananiers inoculées en conditions
contrdlées par Cylindrocladium sp. ;b : Symptomes initiaux : 1ésions ponctuelles
évoluant en tirets ; ¢ : 1ésions oblongues affectant ’épaisseur du parenchyme cortical ;
d : 1ésions engainantes (fleches blanches)
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d’autre part sur les racines. Plusieurs types de nécroses sont observées: Des nécroses
ponctuelles, des nécroses en tirets (1-5 mm de long), et des lésions plus importantes (1 & 2 cm
de long) ainsi que des plages coalescentes affectant tout le pourtour de portions de racines.
Ces nécroses affectent parfois toute 1’épaisseur du parenchyme cortical. Dans de tels cas,
I’ancrage des bananiers est affecté, et les chutes deviennent nombreuses, occasionnant par 1a
méme, une perte directe pour les producteurs par réduction du nombre de plants productifs
par unité de surface.

Les symptomes produits lors d’expérimentations en conditions contrdlées associant un
substrat préalablement désinfecté a la vapeur, un plant sain issu de culture in vitro et I’isolat a
tester renseignent plus directement sur la symptomatologie induite par les champignons du
genre Cylindrocladium sur bananier. Ces symptomes s’initient par des nécroses rouges a brun
noir qui sont d’abord ponctuelles, puis évoluent en tirets, avant de prendre ensuite une forme
oblongue, puis de devenir engainantes (figure 9). Ils affectent aussi bien les rhizomes que les
divers types de racines (primaires, secondaires, ...). Ils s’étendent parfois a toute la longueur
d’une racine. Loridat (1989) et Loridat et Ganry (1991) soulignent en particulier une
destruction importante des racines secondaires et des racines les plus fines (« chevelu
racinaire »). Ces auteurs enregistrent des réductions de biomasse racinaire de 1’ordre de 50%
par rapport a des plants sains non inoculés.

En utilisant un dispositif expérimental de méme nature et des doses croissantes de
microsclérotes produits de fagon axénique a partir d’un isolat & vésicule clavate, Risede
(1994) obtient des réductions de poids frais total, de poids frais racinaire, et de surface de la
derniére feuille émise statistiquement significatives au seuil de 5%. Ces réductions
représentent des écarts de respectivement 24%, 31%, ou 30% par rapport a des plants témoins
non inoculés. Dans le méme temps, les plants inoculés exhibent des nécroses racinaires de
méme type que celle décrites par Loridat (1989), atteignant 40 a 60% de la surface du systéme
racinaire quelques semaines apres 1’inoculation. Elles ne touchent que le parenchyme cortical,
et pas le cylindre central. Notons que ces symptdmes sont similaires a ceux décrits pour les
nématodes endoparasites sur bananiers, ce qui suggere que des symptomes attribués pendant
des décennies a ces derniers aient aussi pu étre le fait de champignons du genre
Cylindrocladium. :

La pathogénie d’isolats de Cylindrocladium sur bananiers a €également été confirmée
par la suite, avec les travaux de Kobenan (1991) et Castaing et al. (1996). Cependant, dans ce
type d’expérimentations, compte-tenu de la systématique compliquée de ces champignons,
aucune donnée n’'a été fournie jusqu'ici sur la nature des espéces inoculées, ni sur la

variabilité de leur pouvoir pathogene.
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2.3.4 Données fragmentaires sur le processus infectieux et le cycle biologique

Les travaux de pathogénie réalisés par les différents auteurs précédemment cités
indiquent qu’aussi bien le mycélium que les conidies ou les microsclérotes sont infectieux.
Schadeck (1997) montre que Cylindrocladium sp. a des sites préférentiels de pénétration dans
les racines de bananiers. Ce sont principalement les zones situées immédiatement a 1’arriere
des apex racinaires, et celles ou s’effectuent les ramifications racinaires. Les premiers
symptomes visibles a I’ceil nu apparaissent 20 heures apres l’infection sous forme de
brunissement ponctuel. Ces premiers résultats méritent d’étre complétés par des analyses
biochimiques et histopathologiques plus fines afin d’acquérir une meilleure connaissance du
processus infectieux.

La progression du mycélium infectieux dans le parenchyme cortical des racines de
bananiers aboutit treés fréquemment a la formation de microsclérotes, qui constituent, comme
cela a été décrit par ailleurs (§1.2.1), la principale unité de conservation chez des isolats de
Cylindrocladium décrits comme ayant une vésicule clavate (Riséde, 1994 ; 1995).
L’observation microscopique des colonies formant unités (c. f. u) dans les boites d’isolement
direct de Cylindrocladium sp. a partir de sol de bananeraies (Risede, 1995) révele qu’elles ont
deux origines : des microsclérotes bien individualisés, et des microsclérotes encore enfouis
dans des débris de matiere organique végétale. Cela suggére que les tissus racinaires de
bananier infectés par Cylindrocladium puissent constituer une source d’inoculum secondaire,
en relachant dans la rhizosphere des microsclérotes contaminants, au fur et a mesure de leur
dégradation dans le sol. Cette hypothese est confortée par le fait que les densités d’inoculum
en Cylindrocladium sont plus élevées a I’aplomb des bananiers c’est a dire 1a ou la densité de
racines est la plus forte, qu’a 1.50 m de ces demiers dans les inter-rangs (Riséde, 1995). Il
n’existe pas a notre connaissance d’études documentant 1’existence d’hoétes secondaires
impliqués dans le cycle biologique de Cylindrocladium parasitant le bananier.

La dissémination de ces champignons s’effectue au travers de la diffusion et de
’utilisation de matériel végétal de plantation contaminé (souches et rejets de bananier). C’est
le type de matériel végétal qui a été utilisé de fagon majoritaire pendant des décennies, avant
le recours aux plants sains issus de culture in vitro.

Notons enfin que le stade téléomorphe Calonectria n’a jamais été observé au champ,
meéme sur des vieux débris racinaires.

1l est flagrant, une fois de plus, que ces résultats méritent d’étre complétés, en
particulier par une meilleure connaissance de la biologie de l’espece ou des especes de

Cylindrocladium impliquées dans le déterminisme des lésions nécrotiques racinaires du

bananier.
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2.3.5 Distribution spatiale en fonction des types de sols- réceptivité des sols a
Cvylindrocladium sp.

Dans une étude réalisée en Martinique, Riseéde (1995) démontre que les
Cylindrocladium trouvés en bananeraies ont une distribution différentielle selon les types de
sols. Les densités sont élevées (jusqu’a 36 u. f. c. par g de sol sec) dans les sols récents de
texture grossiére, et a 1’opposé faibles dans les sols de texture fine, en particulier dans les
lourds vertisols & montmorillonite (0-4 u. f. c.). Lors de 1’évaluation en conditions contrdlées
de la réceptivité de différents sols & un isolat de Cylindrocladium a vésicule terminale
sphérique isolé de Guadeloupe, Schadeck et Risede (1997) ont montré que les sols étudiés
génerent des potentiels infectieux (Bouhot, 1980) tres différents puisqu’il faut une dose
d’inoculum (microsclérotes) dix fois plus importante dans un vertisol que dans un andosol,
pour générer des potentiels infectieux équivalents (figure 10).

L’identification des facteurs liés aux sols ou aux bananiers qui sont susceptibles de
conditionner la distribution des champignons Cylindrocladium fait 1’objet d’une thése
préparée par S. Schadeck a I’Université Catholique de Louvain (Belgique).

2.3.6 Autres facteurs influencant le développement des nécroses racinaires a Cylindrocladium

Mise a part I’influence pédologique, deux autres types de facteurs sont répertoriés
comme favorisant les effets des champignons du genre Cylindrocladium en bananeraies.

Le premier d’entre eux a déja été évoqué indirectement. Il s’agit de la pratique de la
monoculture continue a 1’aide de cultivars sensibles. Compte-tenu de la multiplication des
microsclérotes dans les tissus racinaires et de leur persistance dans les sols pendant plusieurs
années, la monoculture alimente en effet de fagcon continue le stock de ces propagules
infectieuses dans les sols. Nous avons montré qu’il fallait des rotations culturales d’au moins
4 a 6 ans pour réduire de fagon conséquente les densités d’inoculum dans un sol réceptif
(Risede, 1995).

Le second type de facteur est d’ordre biotique et concerne les interactions des
champignons Cylindrocladium avec une composante majeure du CPR, les nématodes
endoparasites. Loridat et Ganry (1991) puis Castaing et al. (1996) ont montré par des
inoculations factorielles en serre que la dynamique et I’importance des dégats causés sur
bananier par un isolat de Cylindrocladium étaient modifiés en présence du nématode R.
similis. Les protagonistes provoquent des dégats similaires, mais avec une dynamique
différente. Les symptdmes sont précoces pour.Cylindrocladium sp., et plus tardifs pour le
nématode. Ces symptomes sont plus importants quand R. similis et Cylindrocladium sp. sont
inoculés de fagon simultanée.
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Figure 10 : Relations entre densité d’inoculum en Cylindrocladium sp. et potentiel infectieux
(Schadeck et Riséde, 1997)
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Le potentiel infectieux des sols est mesuré ici par un indice de nécroses racinaires
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La encore, dans ces études, aucune mention n’est faite des especes de
Cylindrocladium étudiées.

2.3.7 Méthodes de lutte

A partir d’expérimentations menées en serre, Semer et al. (1987) ont recommandé
I’utilisation de Bénomyl (Benzimidazoles) et de Prochloraz pour lutter contre Cy. musae. A
notre connaissance, la lutte chimique contre les Cylindrocladium des bananiers n’est
cependant pas pratiquée. En ’absence de connaissances organisées sur les caractéristiques
biologiques des especes impliquées, 1’accent est plutét mis aux Antilles frangaises sur la
prophylaxie sanitaire et en particulier I’utilisation de matériel de plantation sain issu de
culture in-vitro. Une valorisation des zones pédo-climatiques les moins réceptives aux
champignons Cylindrocladium et aux dégats qu’ils provoquent pourrait également constituer
une stratégie culturale supplémentaire.

L’utilisation d’agents de contrdle biologique est prometteuse, non pas a court terme,
mais peut-étre a moyen terme. Sutra, Riseéde et Gardan (2000) ont identifié des Pseudomonas
fluorescens qui exercent in-vitro une activité antagoniste contre un isolat de Cylindrocladium
provenant de bananier. Par ailleurs, un projet européen de recherches étudie actuellement les
possibilités d’utiliser I’endomycorhization précoce du vitroplant de bananier a 1’aide de
Glomales, comme moyen de controle alternatif des parasites telluriques des bananiers, parmi
lesquels les champignons du genre Cylindrocladium (Delvaux, 2000).

A ce stade de notre revue bibliographique, il est utile de rappeler qu'une des difficultés
récurrentes auxquelles sont confrontés les phytopathologistes travaillant avec les
champignons du genre Cylindrocladium est 1’identification problématique de ses especes.
Nous avons en effet vu qu’il existe plusieurs complexes d’espeéces similaires sur le plan
morphologique au sein de ce genre. Pour développer des solutions appropriées a ce probléme
d’identification, il nous a paru utile de faire le point sur I’importance de la diversité chez les
champignons phytopathogénes et sur les outils utilisés pour révéler et évaluer cette diversité,
en accordant une attention particuliere a 1’application de ces outils a la systématique fongique.
C’est en effet cette approche raisonnée qui devrait nous permettre de mettre en ceuvre les
outils adéquats pour la caractérisation des especes de Cylindrocladium.
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‘3. La diversité chez les champignons pathogénes des plantes :

distribution, origines, et outils d’évaluation

3.1 Une diversité fongique dimensionnée a I’échelle de la planete

Selon les spécialistes de la diversité fongique, il existerait aujourd’hui sur terre
environ 1,5 millions d’espéces différentes de champignons (Hawksworth, 1991 ; Rossman,
1994). Seules 74000 d’entre elles, soient moins de 5 % des espéces existantes, seraient
connues (Hawksworth, 2001). Chez ces demiéres, le taxon des Ascomycétes est le plus
important non seulement en termes de nombre d’espéces, mais aussi en termes d’applications
médicales, pharmaceutiques, ou nutritionnelles (Hawksworth et Mouchacca, 1994). Estimant
que le ratio espece / genre est le méme chez les Ascomycetes décrits que chez les
Ascomycetes non décrits, Hawksworth et Mouchacca (1994) jugent qu’il existerait donc chez
ce seul groupe, 62000 genres et 669000 especes non encore décrits. Evaluant a environ 1700
le nombre d’especes fongiques décrites chaque année par les systématiciens, ces auteurs
indiquent qu’il faudrait donc pas moins de 390 ans pour décrire les seuls Ascomycétes !
Méme si ces chiffres sont nécessairement entachés de biais liés a la définition méme du
concept d’especes chez les champignons ou a des déterminations erronées (cas des taxa

similaires sur le plan morphologique), ils t¢émoignent bien de 1’immensité du monde connu et
inconnu des champignons.

3.2 Une diversité omniprésente chez les champignons parasites des plantes

Le nombre d’especes fongiques connues pour étre des agents pathogenes des plantes
est estimé a 8000 par Agrios (1988). Price (1987) indique qu’a l’instar des autres micro-
organismes phytoparasites, les champignons ont par leur temps de génération courts et leurs
effectifs larges mais variables (dans le temps et dans I’espace), un potentiel évolutif rapide qui
a probablement facilité la divergence des populations et la spéciation.

La plante hote représente pour une espece fongique phytopathogéne aussi bien un
habitat qu’une source de nourriture, et les stratégies de parasitisme développées pour
I’exploiter sont diverses. Burdon (1993) distingue par exemple 3 grandes catégories de
champignons parasites : Il y a les «killers» qui tuent rapidement la plante par des fontes de
semis (Pythium spp., Rhizoctonia spp.) ou des trachéomycoses. Il y a ensuite les champignons
qui affectent la fécondité de la plante en infectant principalement les inflorescences et les

organes reproducteurs, ce sont les «castrators» comme les charbons floraux ou I’ergot des
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céréales. Et enfin, il y a ceux qui I’affaiblissent de fagon chronique («debilitators») avec des
lésions limitées, comme les mildious et la plupart des rouilles.

Cette diversité fongique se retrouve également au niveau de la spécificité de la relation
entre 1’hdte et son parasite. Dans certains cas cette relation est hautement spécialisée et
qualifiée de « geéne pour gene » (Flor, 1956). A 1’opposé, chez les champignons de genres
comme Colletotrichum, il y a souvent absence de spécificité fine, et on a affaire des espéces
parasites avec un large spectre d’hdtes. Sur le plan trophique, la relation Hote/Parasite se
décline également sur des modes variables allant du biotrophe (strict ou facultatif) au
nécrotrophe. En cas d’interaction compatible, elle génere différents types d’infection allant de
celle qui est systémique, a celle qui reste trés localisée et ne touche que certains tissus ou
organes végeétaux.

Chez les champignons phytopathogenes, on trouve également une grande diversité
dans les modes de dissémination, de conservation, ainsi que dans les stratégies de
reproduction. Certains cycles biologiques se caractérisent par des alternances complexes de
niveaux de ploidie, de phases parasites et saprophytes, ou par des successions d’intensité
variable de phases de reproductions sexuée et asexuée.

Comme chez d’autres organismes, le support de cette diversité omniprésente chez les
champignons phytopathogenes est 1’abondante variabilité génétique existant dans leurs
populations.

3.3 Les origines de la diversité fongique

Les mutations spontanées et la recombinaison - sexuée ou somatique - sont les 2
processus majeurs introduisant de la variabilit¢ génétique chez les champignons
phytopathogenes (figure 11), leur action étant complémentée par celle de la migration et du
« flux de genes » qui en résulte (Burdon et Silk, 1997).

Les mutations spontanées peuvent étre a I’origine de [’apparition de nouveaux variants
dans une population et pas dans une autre. Elles sont d’origine génique, mais sont aussi
fréquemment liées aux réarrangements chromosomiques (Zolan, 1995). Leur contribution a la
diversité fongique est liée a leur taux d’apparition (taux de mutation), au niveau de ploidie du
pathogeéne, a la taille de la population considérée, ainsi qu’a I’avantage sélectif conféré par le
phénotype mutant (Burdon et Silk, 1997).
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Figure 11 : Schéma des forces évolutives générant de la variabilité génétique au sein des
populations fongiques phytopathogenes (Burdon et Silk, 1997)

Chromosome polymorphism
: Aneuploidy
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Figure 12 : Représentation schématique de 1’organisation d’un motif répété en tandem de
I’ ADNr

ITS IGS
ITS1 ITS2
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Motif ribosomique de base répété plusieurs dizaines a plusieurs centaines de fois

. Les sous-unités 18S, 5.8S et 28S (codent pour les ARNSs ribosomiques) sont séparés par
les espaceurs ITS (Internal Transcribed Spacer) et IGS (Intergenic Spacer)

34



Chapitre 1 : Introduction — Revue bibliographique

La recombinaison s’effectue d’une part au travers de la méiose pendant la
reproduction sexuée, et d’autre part grace a I’hybridation somatique. La recombinaison sexuée
provoque a chaque génération une augmentation significative de la diversité génotypique, en
produisant de nouvelles combinaisons de genes (et/ou d’alleles) comme par exemple de
nouveaux pathotypes capables de contourner les genes de résistance de 1’hote déployés par
I’homme dans le cadre de la sélection variétale. La recombinaison consécutive a I’hybridation
somatique génere quant a elle de la variation génétique grace a la mise en commun de noyaux
de nature différente par hétérocaryose apres anastomose des hyphes fongiques. Chez les
champignons phytopathogenes, elle s’accompagne fréquemment d’échanges de facteurs extra-
nucléaires d’origine cytoplasmique tels que plasmides, ADNy, et ARNs bicaténaires, certains
étant impliqués dans 1’hérédité du pouvoir pathogéne (Nuss, 1993). L’hybridation somatique
peut étre en théorie renforcée par le déroulement complet du cycle parasexuel, mais

I’existence de ce dernier, reste encore a démontrer de maniére indiscutable (Burdon and Silk,
1997).

Le troisiéme processus majeur introduisant de la variabilit¢ génétique dans les
populations phytopathogenes est la migration. Elle est généralement définie comme 1’échange
ou le mouvement de gametes, d’individus et de populations a une échelle géographique
donnée. Ce mouvement de genes (et de leurs alleles) d’une population fongique a 1’autre
s’effectue au travers de souches ou de sous-populations immigrantes disséminées par les

différents types d’inoculum fongique (spores de reproduction sexuée ou asexuée, mycélium,
sclérotes, ...).

La variabilité génétique produite par les mutations, la recombinaison et la migration
est également soumise a d’autres forces évolutives comme la sélection naturelle et la dérive
génétique (Leung, Nelson et Leach, 1993). La sélection ne retient que les individus et les
populations les mieux adaptés aux conditions environnementales locales. La dérive, qui est en
fait la variation aléatoire des fréquences alléliques, est un phénomene touchant les populations
isolées, et est par exemple induite lors de leur réduction de taille (suite, par exemple, a un
événement climatique saisonnier) ou lors de la fondation d’une population colonisant un
nouveau milieu.

Tous ces processus évolutifs qui génerent puis alimentent la diversité fongique
s’exercent de concert localement, mais avec des contributions relatives qui sont variables
d’une population fongique a 1’autre. Leur impact relatif et les mécanismes qui les sous-
tendent ont été revus par différents auteurs dont Burdon et Silk (1997), Milgroom et Fry
(1997), McDonald et McDermott (1993).
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3.4 Les marqueurs phénotypiques, outils traditionnels d’évaluation de la diversité fongique

Un marqueur de diversité est un caractére que 1’on utilise pour décrire et mesurer
comment se structure la variabilité au sein d’un ensemble d’individus (sous-populations,
populations, espéces, taxa supérieurs). Il se doit donc d’étre stable dans le temps, et si
possible indépendant de 1’environnement. On distingue globalement deux grandes catégories
de marqueurs : les marqueurs moléculaires, et ceux qui ne le sont pas.

Chez les champignons comme chez les autres organismes vivants, les marqueurs
phénotypiques ont historiquement été les premiers types de marqueurs a avoir été utilisés. Ils
résultent de 1’interaction entre un génotype et un environnement donnés. Ce sont donc
typiquement des marqueurs d’expression du génome, et sont de ce fait sensibles aux
influences environnementales (Mills, Sreenivasaprasad et Muthumeenakshi, 1998). Ils
peuvent donc ne pas toujours refléter la dissimilarité des populations et la différenciation
génétique (McDonald, 1997), et simplement révéler des adaptations a des conditions de
milieu. Chez les champignons, ils sont principalement utilis€s en systématique, pour le
diagnostic, et plus rarement dans les études épidémiologiques. Passons en revue les
principaux marqueurs phénotypiques de la diversité fongique.

3.4.1 Les caractéres culturaux et morphologiques

L’aspect général du thalle, les caractéristiques de forme, de taille et de couleur des
spores de reproduction (sexuée ou asexuée) ou celles des sporocystes et fructifications qui
leur sont associés, sont les tous premiers marqueurs de la diversité que les mycologistes aient
utilisé pour structurer la diversité fongique et en discriminer les taxa. L’espéce mitosporique
Fusarium oxysporum est circonscrite par toute une série de criteres morphologiques (Nelson,
Toussoun et Marasas, 1983) dont les principaux sont la forme des macroconidies, la structure
des microconidiophores, la formation et la disposition des chlamydospores (Gordon et
Martyn, 1997). Chez le genre Oomycete Phytophthora, les especes sont traditionnellement
reconnues sur la base des groupes morphologiques de Waterhouse (1963) basés sur la
papillation et la caducité des sporanges, le mode d’attachement amphigyne ou paragyne de
I’anthéridie a I’oogone. De tels criteres morphologiques ou culturaux sont encore
fréquemment utilisés en pratique par de nombreux pathologistes surtout pour les
identifications de routine. Au cours de la derniére décennie, avec le développement ou le
perfectionnement de nouvelles techniques analytiques comme la microscopie a balayage ou la
microscopie confocale, les systématiciens ont méme complété ou affiné ces critéres en
accordant une attention croissante au développement et a I’ultrastructure de certains organes.

La systématique actuelle des Ascomycetes s’appuie par exemple sur 1’ultrastructure des septa
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(Kimbrough, 1994) et 1’ontogeneése de 1’ascocarpe (Letrouit-Galinou, Parguey-Leduc et
Janex-Favre, 1994 ; Parguey-Leduc et al., 1994).

Les marqueurs morphologiques sont utilisés essentiellement a des fins taxinomiques.
Chez les champignons comme chez tous les organismes vivants, ils peuvent permettre la
distinction de taxa €loignés, mais sont rarement suffisamment nombreux et informatifs pour
discriminer des organismes ou des individus proches, ou pour révéler du polymorphisme au
sein d’une population. Par leur nature phénotypique, chacun ne révele qu’une petite part de la
diversité fongique, et du fait des phénomeénes de convergence morphologique qui sont
fréquents chez les champignons (Bruns, White et Taylor, 1991), ils ne permettent pas d’établir
sans risque les relations phylogénétiques entre différents organismes ou taxa fongiques
(Samuels et Seifert, 1995). Alors que I’évolution parallele provoque des changements de
méme nature dans des taxa ayant un ancétre commun, 1’évolution convergente induit des
changements similaires dans des groupes sans parenté phylogénétique (pas d’ancétre
commun). En systématique, elle peut donc conduire a la définition erronée de taxa, sans
filiation naturelle. La communauté scientifique tend de plus en plus a valider I’utilisation des
marqueurs morphologiques en les testant a 1’aide de marqueurs d’autres types, en particulier
les marqueurs moléculaires.

3.4.2 Les marqueurs physiologiques et biochimiques

Les principaux marqueurs biochimiques et physiologiques de la diversité fongique
sont les vitesses de croissance des thalles, les polysaccharides pariétaux, les métabolites
secondaires, et les isozymes.

- Vitesse de croissance

Tout comme les marqueurs morphologiques, la mesure de la vitesse de croissance du
thalle fongique en relation avec la recherche des preferenda et extrema thermiques, est 1’un
des critéres les plus simples utilisés par les pathologistes dans le recensement de la diversité
fongique. Ce type de critere souffre cependant des mémes limites que les marqueurs

morphologiques et peut se révéler tres peu discriminant chez certains groupes fongiques.

- Polysaccharides pariétaux
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L’occurrence, la composition et la structure chimique de certains polysaccharides de la
paroi fongique sont variables. Plusieurs auteurs ont exploité ces caractéristiques, en utilisant
ces polysaccharides comme marqueurs chimio-taxinomiques de la diversité fongique en
particulier a des niveaux supraspécifiques (Bartnicki-Garcia, 1968). En s’appuyant sur la
similarité de structure des polysaccharides pariétaux de représentants des genres Calonectria
et Cylindrocladium, Ahrazem et al. (1997) ont par exemple confirmé le lien de parenté
holomorphique entre ces 2 genres. L’utilisation des polysaccharides pariétaux chez les

champignons phytopathogenes reste a notre connaissance, peu fréquente.

- Métabolites secondaires

Ce sont pour la plupart des pigments, des composés volatiles ou antibiotiques, et des
«toxines» (au sens le plus large du terme) produits en culture pure ou lors de la pathogenese,
mais dont la fonction métabolique n’est pas toujours clairement identifiée. Certains sont
utilisés a des fins taxinomiques, et d’autres dans le cadre d’études du pouvoir pathogene chez
les champignons parasites des plantes. Chez le genre Cochliobolus, la race 1 de ’espece C.
carbonum (ex Helminthosporium carbonum, stade tél€éomorphe : Bipolaris zeicola) produit un
tétrapeptide cyclique, la HC Toxine, qui ne lui confére la virulence que sur les génotypes de
mais homozygotes récessifs au locus nucléaire ~m (Pringles et Scheffer, 1967 ; Walton, Earle
et Gibson, 1982). Cette HC toxine n’est produite par aucune autre race de C. carbonum ni par
aucune autre espéce de Cochliobolus, et discrimine donc cette race 1. L’utilisation des
métabolites secondaires comme marqueurs de la diversité fongique reste cependant limitée car
d’une part leur production et leur régulation, autrement dit, leur stabilité est sous la
dépendance étroite des conditions de culture des champignons, et d’autre part ils nécessitent
des méthodes analytiques relativement lourdes (Mantle, 1994).

- Isozymes

Ce sont des enzymes assurant les mémes fonctions catalytiques mais dont les
séquences en acides aminés varient. Leur polymorphisme de séquence est révélé par leurs
différences de mobilité électrophorétique. Les isozymes ont beaucoup été utilisés pour révéler
la diversité interspécifique (Cruickshank et Pitt, 1987 ; Louanchi, 1993) et plus rarement
intra-spécifique (Michelmore et Hulbert, 1987). Généralement considérés comme
sélectivement neutres (McDermott et McDonald, 1993), ce sont des marqueurs
majoritairement codominants, permettant donc de distinguer chez les champignons diploides,
les hétérozygotes des homozygotes. Le typage de la diversité par les isozymes suppose que

les champignons étudiés soient cultivables in-vitro et que la fonctionnalité des systemes
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enzymatiques soit conservée. Cette contrainte de fonctionnalité limite de fait la variabilité
qu’ils peuvent révéler. Par ailleurs, certaines activités enzymatiques sont dépendantes du
stade de développement de 1’organisme étudié et du milieu (notamment celle du milieu de
culture fongique), ce qui affecte la stabilité et la reproductibilité de ce type de marqueurs.
Notons enfin que le nombre de systemes enzymatiques utilisés pour cribler la diversité des
champignons phytopathogenes reste peu élevé (une quinzaine) (Michelmore et Hulbert,
1987), ce qui limite le potentiel de révélation du polymorphisme par les isozymes.

3.4.3 Spécificité d’hotes et spectres de virulences, résistance aux fongicides

- Spécificité d’hotes et spectres de virulence

La spécificité d’hotes a souvent été utilisée par les pathologistes pour différencier
certaines populations au sein d’une méme espece fongique. Ce critére a par exemple servi a
révéler I’existence de spécificités parasitaires liées a 1’hote attaqué (formae speciales).
Cependant, pour révéler et mesurer la variabilité génétique présente au sein des populations,
on recherche des spectres de virulences ou «pathotypes». Ceux-ci sont détectés a 1’aide d’une
gamme de variétés/cultivars comportant différents génes de résistance (Leung, Nelson et
Leach, 1993). La virulence est définie ici comme une aptitude qualitative du champignon
pathogéne a contourner une résistance spécifique de I’hdte (également qualifiée de
«verticale»), résistance qui lui est conférée par un géne unique. D’un point de vue génétique,
une telle réaction de compatibilité s’inscrit généralement (mais pas exclusivement) dans le
cadre du modele gene pour gene défini par Flor (1956) pour I’interaction Melampsora
lini/Linum usitatissimum. A un gene d’avirulence de 1’agent pathogene ayant deux alleles
virulence et avirulence correspond un gene de résistance de I’hote a deux alleles, résistance et
sensibilité. Les spectres de virulence constituent une méthode d’analyse de la diversité
fongique fort utile, mais plutot lourde a mettre en ceuvre du fait du grand nombre potentiel de
pathotypes pouvant étre révélés (théoriquement 2n pathotypes pour n plantes différentielles),
de I’indispensable maitrise des conditions environnementales lors des inoculations, et de la
laborieuse construction de la gamme différentielle d’hotes a tester. Celle-ci doit étre
constituée de lignées quasi isogéniques sauf en ce qui concerne les facteurs de résistance
testeurs (Leung, Nelson et Leach, 1993)

- Résistance aux fongicides

En réponse a une pression fongicide soutenue, des individus présentant une sensibilité

moindre, voire une résistance a ce fongicide peuvent étre sélectionnés au sein d’une

39



Chapitre 1 : Introduction — Revue bibliographique

population fongique. La détection de tels phénotypes résistants s’effectue généralement soit
au laboratoire a 1’aide de milieux de culture amendés de fongicides, ou en serre d’apres
I’évolution des lésions apres application du fongicide. L’analyse de la distribution spatio-
temporelle de ces phénotypes résistants, par exemple la répartition des classes d’inhibition de
croissance par le fongicide au sein des populations fongiques étudiées permet d’identifier les
caractéristiques de la résistance (persistante ou non persistante, croisée ou non croisee, ...) et
d’adapter les modalités de la lutte chimique en raisonnant le choix des molécules fongicides a
appliquer, ainsi que les zones et périodes d’applications.

Les spectres de virulence et la résistance aux fongicides ont en commun d’étre des
marqueurs sélectionnés (car soumis a une forte pression de sélection). Ils ne donnent
probablement qu’une estimation biaisée (en 1’occurrence une sous-estimation qui ne concerne
souvent que peu de locus) du potentiel de changement génétique présent dans les populations
pathogeénes (McDonald et McDermott, 1993). Cette part de la diversité génétique globale
qu’ils révelent trouve son intérét dans la prédiction du risque phytosanitaire et la gestion des

populations fongiques phytopathogénes et, plus rarement dans les études de génétique des
populations pathogenes.

3.4.4 Les types de compatibilité sexuelle et les groupes de compatibilité végétative

Chez les champignons, le type sexuel et la compatibilité végétative gouvernent des
systémes régulant la reconnaissance du soi et du non-soi (Glass et Kuldau, 1992). Ils peuvent

donc étre utiles pour discriminer la variabilité génétique présente au sein des populations.
- Types sexuels

Les types sexuels sont des marqueurs de la diversité pouvant €tre utilisés en taxinomie
et dans les études épidémiologiques, et ce, malgré le faible polymorphisme qu’ils révélent
généralement. Chez beaucoup de champignons les quelques locus déterminant le type sexuel
ont deux ou peu d’alléles, a I’exception notable de 1’agent causal du charbon du mais
Ustilago maydis qui possede 20 alleles au locus b de compatibilité sexuelle (Leung, Nelson et
Leach, 1993). L’analyse de la distribution des types sexuels au sein des populations
pathogenes hétérothalliques ainsi que celle de leur lien avec d’autres marqueurs de la diversité
permettent néanmoins d’augurer du potentiel évolutif des populations, et donc d’intégrer dans

les stratégies de contrdle les changements de structure génétique des populations pathogenes.
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- VCG (Vegetative Compatibility Groups)

Au sein d’une population fongique donnée, la compatibilité végétative est 1’aptitude
qu’ont deux isolats & anastomoser leurs hyphes par fusion somatique, puis a effectuer une
plasmogamie par mise en commun de leurs constituants cytoplasmiques pour enfin former un
hétérocaryon stable. Cette hérocaryose est fréquente chez les champignons, et elle constitue
la phase préliminaire au cycle parasexuel (Debets, 1998). Présumés sélectivement neutres, les
groupes de compatibilité végétative (VCG) sont surtout utilisés comme des marqueurs de la
diversité a une échelle subspécifique. Ils permettent de détecter la similarité génétique a
I’intérieur des populations, mais sans en donner de réelle mesure et sans fournir
d’informations génétiques sur la parenté des isolats qui sont non compatibles. Avant
I’avénement des marqueurs moléculaires, ils ont été souvent utilisés pour 1’identification de
lignées clonales, en particulier chez les champignons mitosporiques comme par exemple
Rhizoctonia solani (Vilgalys et Cubeta, 1994) ou Fusarium oxysporum (Tantaoui et al., 1996 ;
Alves-Santos ef al., 1999). Leur déploiement est limité par une mise en ceuvre lourde des tests
de criblage des hétérocaryons, souvent basés sur la complémentation de mutants
d’auxotrophie, comme les mutants nif (non nitrate utilizing mutants, Puhalla, 1985).

3.5 Les marqueurs moléculaires

Considérés comme sélectivement neutres, les marqueurs moléculaires correspondent a
des régions de I’ADN que 1’on exploite a 1’aide d’outils appropriés de la biologie moléculaire
pour révéler et mesurer la variabilité génétique. L’une de leurs caractéristiques majeures est
qu’au contraire des marqueurs morphologiques ou de tout autre marqueur traditionnel, ils
révelent du polymorphisme génétique directement au niveau de I’ADN. Ils sont donc
indépendants de I’environnement ou du milieu de culture fongique. Ils sont par ailleurs bien
plus nombreux que les marqueurs phénotypiques et permettent une mesure précise de la
diversité génétique (Nei et Li, 1979 ; Maclean et al., 1993). Ils ont quatre domaines majeurs
d’application : la systématique et la phylogénie, le diagnostic des maladies et la détection des
champignons pathogenes (dans les plantes ou le sol), la structure génétique des populations et
’épidémiologie, et enfin, les études sur les bases moléculaires de I’interaction hote / parasite
ou sur I’héritabilité et la cartographie de locus. Quoique complémentaires et pouvant faire
appel a des marqueurs moléculaires de méme nature, les objets de ces champs d’application
sont fondamentalement différents (Milgroom et Fry, 1997). Le tableau 2 donne quelques
exemples d’utilisation de marqueurs moléculaires chez les champignons.
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Tableau 2 : Exemples d’utilisation de marqueurs moléculaires pour I’analyse de la diversité chez les champignons phytopathogenes

Domaines d’applications

Champignons phytopathogénes / Hotes

Marqueurs moléculaires

Références

Systématique et phylogénie

Ceratocystis spp.

PCR-RFLP de la région ITS (ADN,)

Witthuhn et al., 1999

Claviceps spp. / sorgho

PCR et séquences de I’intron 3 du géne de la f-tubuline
et de I’intron 4 du gene du facteur d’élongation de
traduction la (EFla)

Tooley et al., 2001

Rhizoctonia solani AG-2

Séquences de la région ITS (ADN))

Salazar et al., 1999

Phytophthora spp. et Oomycétes proches

Séquences de la région ITS (ADN,)

Cooke et al., 2000

Fusarium oxysporum f. sp. cubense /
bananier

PCR et séquences du gene nucléaire du facteur EFlo et
du géne mtSSU de ’ADN,

O’Donnell et al., 1998

Diagnostic

Rhizoctonia solani AG-3 / Pomme de terre

SCAR dérivés de RAPD (Détection sur tissus et sol
infectés)

Bounou et al., 1999

Phytophthora medicaginis / Luzerne

PCR et Séquencage de la région IGS2 (ADN,) (D.LP. sur
tiges et racines infectées)

Liew, Maclean et Irwin, 1998

Verticillium tricorpus / Pomme de Terre

PCR quantitative sur la région ITS
(D.LP sur tiges infectées par V. tricorpus)

Moukhamedov et al., 1994

Structure génétique des populations
Et
Epidémiologie

Mycosphaerella fijiensis / bananier

Différentes sondes RFLP monolocus d’ADN nucléaire

Carlier, 1996

Hybrides naturels de Phytophthora RAPD Man in ‘t Veld et al., 1998
nicotianae et de P. cactorum
Complexes d’espéces a Leptosphaeria Rep-PCR Jedryczka, Rouxel et Balesdent,

maculans / Colza

1999

Fusarium oxysporum f. sp. albedinis /
Palmier-dattier

Sondes RFLP d’ADNmt et transposon Fot 1, RAPD

Tantaoui et al., 1996

Bases moléculaires de I’interaction Hote /
Parasite, héritabilité, cartographie

Cylindrocladium macrosporum

PCR avec amorces dégénérées

Nikolskaya et al., 1995

D. I. P. : Diagnostic in Planta
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Nous ne passerons pas en revue ici les nombreuses techniques relatives a la mise en
ceuvre des différents types de marqueurs moléculaires existants. Pour cela, le lecteur est invité
a se reporter a de Vienne et Santoni (1998). Indiquons cependant que 1’on peut globalement
distinguer deux grandes catégories de marqueurs moléculaires : ceux qui sont codominants et
révélés individuellement, et ceux qui sont dominants et révélés en masse. Ces deux catégories
de marqueurs détectent chacune du polymorphisme de séquence ou du polymorphisme du
nombre d’unités de répétitions. Au sein des marqueurs codominants et révélés
individuellement, ceux révélant du polymorphisme de séquences sont mis en évidence soit
directement par le biais du séquencage, soit de maniere indirecte par des différences de sites
de restriction (marqueurs RFLP et marqueurs CAPS) ou encore des différences de
conformation de brins d’ADN (marqueurs SCCP). Parmi les marqueurs révélant du
polymorphisme du nombre d’unités de répétitions, il y a les STMS (microsatellites). Les
marqueurs dominants et révélés en masse les plus utilisés dans les études de diversité
fongique sont les RAPD (Williams ef al., 1990) et les AFLP (Vos et al., 1995).

Avec I’avancée des techniques de biologie moléculaire, le nombre des marqueurs
moléculaires utilisables se multiplie. Le polymorphisme de taille et de nombre de
chromosomes qui est extrémement commun chez les champignons (Kistler et Miao, 1992) est
par exemple mieux exploité grace aux techniques d’électrophorése en champ pulsé (Masel et
al., 1990). Utilisé chez Fusarium oxysporum f. sp. cubense agent de la maladie de Panama
chez les bananiers, ce type de marqueurs a permis de révéler que ce champignon était en fait
un complexe d’especes fongiques dont le nombre de chromosomes varie de 9 a 14, avec une
taille totale de génome de 32.1 a 58.9 Mb (Boehm, Ploetz et Kistler, 1994). Autre exemple,
les marqueurs Rep-PCR (Repetitive sequence based-PCR) qui exploitent, grace a la PCR
(Saiki et al., 1985) le polymorphisme de séquences localisées entre les séquences répétées
dispersées de type REP, ERIC et BOX (Gilson et al., 1984 ; Hulton, Higgins et Sharp, 1991 ;
Martin et al., 1992).

Tous ces marqueurs n’ont ni la méme facilité de mise en ceuvre, ni la méme résolution.
Ainsi, malgré le fait qu’il donne directement acces aux séquences nucléotidiques, le
séquengage reste une technique non compatible avec 1’analyse routiniére d’un grand nombre
d’individus et de locus.

Les RFLP, les STMS ou les AFLP requiérent quant a eux une expertise technique
certaine, et présentent aussi quelques contraintes (gels d’acrylamide, et recours fréquent a des
produits marqués pour les RFLP et les AFLP). D’autres marqueurs comme les CAPS ou les
RAPD sont moins contraignants sur le plan technique. En termes de résolution, dans le cas
des RFLP selon le type de sonde employée, on révele soit un locus particulier, soit de

nombreux locus simultanément (empreintes génétiques). Les sondes choisies dans les régions
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trés conservées de I’ADNr comme le geéne 18S ou le géne 5.8S révelent généralement du
polymorphisme permettant de discriminer les taxa fongiques supérieurs (classes, ordres,
familles, voir les genres). Les sondes définies dans des locus plus variables ou des ADN
évoluant plus rapidement comme par exemple ’ADNmt servent plutét a comparer des
espéces proches ou a détecter de la variabilité intraspécifique (Duncan et al., 1998).

Les marqueurs CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) (ou PCR-
RFLP) sont plus faciles a mettre en ceuvre que les marqueurs RFLP. Ils sont souvent
appliqués a I’ADNr nucléaire. L’agencement particulier de I’ADNr en régions conservées
alternant avec des régions plus variables est certainement a la base du succes de son
utilisation dans les études de diversité chez les champignons (Figure 12). Les séquences
conservées des génes 18S, 5.8S et 28S servent a la définition d’amorces oligonucléotidiques
dites universelles destinées a amplifier les régions plus polymorphes que sont les espaceurs
ITS et IGS (Bruns, White et Taylor, 1991) (Figure 13). Les marqueurs CAPS sont en
particulier souvent utilisés en systématique moléculaire et en phylogénie ou ils servent a
différencier les genres ou especes fongiques, mais aussi a révéler la diversité intraspécifique.

Les marqueurs RAPD, Rep-PCR, et STMS sont surtout utilisés pour 1’étude de la
diversité a un niveau infraspécifique.

4. Bréve revue des apports des marqueurs moléculaires a la systématique

des champignons phytopathogenes

Des ses débuts, la systématique fongique, c’est a dire la classification hiérarchisée des
champignons a été fondée sur la similitude phénotypique des individus. Elle a donc pendant
longtemps surtout reposé sur la morphologie des organes sexuels et de leurs structures
associées, celle des organes de conservation, ainsi que celle des spores et sporocystes issus de
la reproduction asexuée (Maclean et al., 1993). La ressemblance ou la dissemblance
morphologique des organismes étudiés était le plus souvent laissée a 1’appréciation
personnelle des systématiciens. En plus du faible nombre de marqueurs fournis par la
morphologie, ce type d’approche basée le plus souvent sur I’empirisme avait le désavantage
de ne pas intégrer la phylogénie des taxa, c’est a dire 1’origine et la filiation évolutive des
groupes fongiques, et celui de ne pas permettre, la plupart du temps, de distinguer les effets de
I’évolution convergente de ceux de l’évolution paralléle, ou alternativement ceux d’une
divergence morphologique tres rapide (Blackwell et Spatafora, 1994). Il en a donc résulté
plusieurs assemblages taxinomiques totalement artificiels (Spatafora et Blackwell, 1994).
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Figure 13 : Amorces universelles pour I’amplification PCR de régions variées de I’ADNr
chez les champignons (White et al., 1990)

Product T
rRNA GenePrimer® Size (bp)® [°C)e
Nuclear, small
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC 555 56
NS2 GGCTGCTGGCACCAGACTTGC 68
NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 597 68
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG 56
NS5 AACTTAAAGGAATTGACGGAAG 310 57
NS6 GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC 65
NS§7 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC 377 65
NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA 65
Nuclear, ITS
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 290 65
ITSS GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 315 63
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 290 62
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC 330 62
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58
Mitochondrial, small
MS1 CAGCAGTCAAGAATATTAGTCAATG 716 65
MS2 GCGGATTATCGAATTAAATAAC 63
Mitochondrial, large
ML1 GTACTTTTGCATAATGGGCGTCAGC 253 68
ML2 TATGTTTCGTAGAAAACCAGC 63
ML3 GCTGGTTTTCTACGAAACATATTTAAG 934 67
ML4 GAGGATAATTTGCCGAGTTCC 68
ML5 CTCGGCAAATTATCCTCATAAG 359 66
ML6 CAGTAGAAGCTGCATAGGGTC . 65
ML7 GACCCTATGCAGCTTCTACTG 735 63
ML8 TTATCCCTAGCGTAACTTTTATC 57

a : Séquences 5°-3” des amorces

b : Taille approximative des produits d’amplification
¢ : Température d’hybridation
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Tableau 3 : Principaux indices de similarité sur variables présence ou absence : auteur,
expression et propriétés (P = a+b+c+d) (Perrier, Flori et Bonnot, 1999)

Auteurs Expression Propriétés*
A @ A 4)

S1 Russel et Rao a/P 0 0 0
S2 Simpson a/ min [(at+b),(a+c)] n n
S3 Braun-Blanquet a/ max [(at+b),(atc)]
S4 Dice a/[at+(b+c)/ 2] n n S7, S8
S5 Ochiai a/[(atb)(atc)]1/2 n 0
S6 Kulczynsky 1 (a/2)([1 /(atb)]*+[1/(a+b (a+c) n n
S7 Jaccard a/ (atbtc) 0 ) 0 S4, S8
S8 Sokal et Sneath un2 a/ a+2(b+c) 0 0 0 S4, S7
S9 Kulczynski 2 A/ (bt+c)
S10 Sokal et Michener (a+d)/P 0 o o S11,812
S11 Rogers et Tanimoto (a+d)/a+d+2(b+c) 0 0 0 S11, S12
S12 Sokal et Sneath unl (a+d) / [a+d+(b+c) / 2] n n S10, S11

S13 Sokal et Sneath un3 (a+d) / (b+c)

* (1) La dissimilarité associée est (0) ou n’est pas (n) une distance, (2) elle est (0) ou n’est pas (n) une distance
de Manhattan, (3) sa racine carrée est euclidienne (0) ou ne I’est pas (n), (4) elle est I’équivalente en ordre avec
les indices indiqués (1’absence de mention indique que 1’on ne connait pas aujourd’hui la réponse).
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4.1 Un support approprié¢ aux méthodes de classification basées sur la taxinomie numérique

Les méthodes de biologie moléculaires ont révolutionné la maniére de caractériser,
d’identifier et de classer les champignons, en fournissant un trés grand nombre de marqueurs
comparés aux descripteurs morphologiques, et en renseignant directement sur la variabilité
génétique au niveau de I’ADN, et ce, indépendamment de 1’influence du milieu externe.
Couplés aux méthodes de taxinomie numérique telles que la cladistique ou la phénétique, les
marqueurs moléculaires constituent de puissants outils pour 1’identification des champignons,
particulierement en systématique fongique. La phénétique permet une mesure objective de
dissimilarité génétique des individus étudiés pris deux a deux. Il existe plusieurs indices de
dissimilarité dont certains posseédent des propriétés remarquables de représentation sous forme
d’arbres (Tableau 3). Les regroupements entre individus voisins s’effectuent sur la base de
méthodes itératives (les plus connues sont UPGMA et Neighbor Joining) qui procédent par
agglomérations ascendantes successives, en construisant pas a pas de maniére informatisée
une représentation arborée de la structuration détectée (Perrier, Flori et Bonnot, 1999). Les
méthodes cladistiques et apparentées (par exemple les méthodes de vraisemblances)
ordonnent les individus étudiés sur la base de leurs relations de filiation évolutive (il y a donc
une idée de hiérarchie) en ne tenant compte que des caracteéres hérités d’un ancétre commun
par opposition a ceux résultant de phénomeénes de convergence (Hennig, 1966 ; Darlu et
Tassy, 1993 ; Perrier, Flori et Bonnot, 1999). Les hypotheéses Ad hoc sur la transformation des
caractéres sont minimisées a 1’aide du critere de parcimonie (Tehler, 1994). Les
cladogrammes qui en résultent peuvent alors étre traduits en hypothéses phylogénétiques.
L’application de ces 2 types de méthodes qui rappelons le sont indépendantes de toute
assomption préliminaire sur le processus évolutif lui-méme a profondément rationalisé les
méthodologies de classification.

4.2 La confirmation de I’origine polyphylétique des « champignons » (sensu lato) au sein du
monde vivant

Les champignons ont pendant treés longtemps été considérés comme faisant partie du
Royaume des plantes, jusqu’a ce que sur la base de considérations principalement écologiques
ils soient érigés en Royaume a part entiere (Whittaker, 1969 ; Brasier, 1997). Leur
désignation binomiale (genre et espece) d’origine linéenne est d’ailleurs encore régie par le
Code International de nomenclature botanique. En systématique moléculaire, les régions les
plus conservées de I’ADN; sont tres utilisées pour réévaluer la place des champignons au sein
du monde vivant. L’analyse du polymorphisme de séquences de la sous-unité 16-18S de
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Figure 14 : Arbre illustrant les relations phylogénétiques entre les 3 principaux Domaines du
monde vivant a partir du polymorphisme de séquences de la petite sous-unité de 1’ADNr
(Carlile, Watkinson, et Gooday, 2001)
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Figure 15 : Arbre phylogénétique construit a partir des séquences de la sous-unité 18S de
I’ADNr et illustrant les relations entre les organismes traditionnellement étudiés par les
mycologistes sous le vocable « champignons » (d’apres Taylor, Swann et Berbee, 1994)
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I’ADNr a permis de démontrer que les organismes vivants peuvent &tre répartis en 3 groupes
principaux ou Domaines (figure 14). Les deux premiers sont procaryotes et rassemblent d’une
part les bactéries et d’autre part les Archéobactéries. Le troisieme domaine est eucaryote et
comporte 5 royaumes a savoir les Animaux, les Plantes, les Chromistes (ou Straménopiles),
les Protozoaires, et les Champignons. Au sein de ces eucaryotes, les « champignons » sensu
lato qui sont traditionnellement examinés par les mycologistes constituent un assemblage non
pas monophylétique (méme origine évolutive), mais polyphylétique (figure 15). Ils
appartiennent en effet a 3 royaumes différents, celui des Champignons, celui des Chromistes
et enfin celui des Protozoaires (voir pour revue Bruns et al., 1991 ; Forster et al., 1990).

Dans le royaume des champignons, on trouve regroupés dans le méme clade les
champignons supérieurs (Ascomycetes, Basidiomycétes, et apparentés mitosporiques) et les
champignons inférieurs (Zygomycetes et Chytridiomycétes). Ces champignons « vrais » font
partie de la radiation terminale des grands groupes d’eucaryotes, intervenue il y a un milliard
d’années (Taylor, Swann et Berbee, 1994). La place des Chytridiomycétes (micro-organismes
flagellés) au sein de ce clade qui était déja soupconnée notamment grace a ’analyse des
polysaccharides pariétaux (Bartnicki-Garcia, 1970) est donc maintenant confirmée. Il faut par
ailleurs relever que les plus proches parents des champignons stricto-sensu (Royaume des
Champignons) sont donc les Animaux.

Le Royaume des Chromistes constitue un clade incluant les Oomyceétes bien connus
des phytopathologistes, et dont la parenté avec les Diatomées et les algues brunes
(Chrysophycées) est ainsi clairement démontrée. La encore, il y a une congruence certaine
avec certains caracteres phénotypiques (Bar, 1981), mais aussi avec 1’analyse des séquences
nucléotidiques d’un autre locus, le gene de la [B-tubuline, protéine des microtubules
(Weerakoon et al., 1998).

Enfin, on trouve dans le Royaume des Protozoaires deux clades ayant divergé avant la
radiation terminale des eucaryotes : d’une part un clade englobant les « mycétozoaires » de
type plasmodial (plasmodial slime molds) et les Myxomycetes, et d’autre part un clade
regroupant les « mycétozoaires » cellulaires (cellular slime molds) et les Acrasiomycetes.

4.3 Le réexamen des taxa fongiques supérieurs et de leurs origines phylétiques

Les zones conservées de I’ADN,, en I’occurrence les genes 18S et 28S (Berbee et
Taylor, 1994 ; Taylor, Swann et Berbee, 1994), mais aussi des régions déja plus variables
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comme I’espaceur ITS sont souvent utilisées pour préciser les relations phylogénétiques au
sein ou entre les différentes classes fongiques ou leurs subdivisions (ordres, familles,
genres...). Il est ainsi possible de réexaminer le poids jusqu’alors accordé a certains
marqueurs morphologiques ou ontogénétiques comme par exemple les caractéristiques de
I’ascocarpe et des asques, ou le développement du centrum chez les ascomycetes filamenteux
(Blackwell et Spatafora, 1994 ; Spatafora et Blackwell, 1994). Mugnier (1998) a par exemple
reconstruit la phylogénie des euascomycetes (Ascomycetes filamenteux) par analyse des
séquences ITS, apres amplification PCR avec les amorces universelles ITS1 et ITS4 définies
par White et al. (1990). Que ce soit avec ce marqueur ou par 1’analyse de séquences du géne
18S, les hypotheses taxinomiques engendrées par la morphologie ont souvent mais pas
toujours été corroborées, ceci suscitant donc selon les cas de nouveaux éclairages ou de
nouvelles controverses (Samuels et Seifert, 1995 ; Mugnier, 1998 ; Taylor, Jacobson et
Fisher, 1999). Chez les Ascomycetes par exemple, certaines classes traditionnelles comme
celles des Hémiascomycetes, des Plectomyceétes et des Pyrénomycetes sont bien représentées
par des clades monophylétiques. Cependant des résultats plus contradictoires sont enregistrés
chez d’autres. Certains genres comme le genre Taphrina (dont un représentant bien connu est
T. deformans, agent de la cloque du Pécher), pourtant supposés membres des
hémiascomycetes ne font pas partie du clade de ces derniers, et pourraient représenter des
branches indépendantes chez les Ascomycétes.

4.4 Une dimension phylogénétique a la définition de I’espéce chez les champignons

Chez les champignons comme chez le reste du monde vivant, les concepts d’espéces
ont constamment fait I’objet d’apres controverses ou se mélaient aussi bien des considérations
d’ordre scientifique, qu’historiques, philosophiques ou technologiques. Pendant de trés
nombreuses décennies, les espeéces fongiques ont comme nous [’avons vu été définies

essentiellement sur la base de critéres morphologiques, malgré la faible polymorphisme révélé
par ces derniers.

Cette prédominance du concept de 1’espéce morphologique ou morpho-espéce a
ensuite €té remise en question, dans les années 1950, par la mise en avant du Concept de
I’espece biologique (C.E.B.) par certains évolutionnistes. Mayr (1982) définissait 1’espece
biologique comme un ensemble de populations naturellement interfécondes ou
potentiellement susceptibles de 1’€tre, et qui sont isolées sur le plan reproductif d’autres
ensembles similaires. Chez les champignons, la mise en ceuvre du C.E.B s’est effectuée sur la

base de la recherche de groupes d’interfertilité a 1’aide de tests de compatibilité sexuelle
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réalisés in-vitro. A D'instar de ce qui a été observé chez d’autres organismes, 1’une des
conséquences majeures induites par le C.E.B a été I’identification de complexes d’espéces
biologiques (et ne se croisant donc pas entre elles) au sein des morpho-espéces, ainsi que nous
I’avons vu chez certains taxa du genre Cylindrocladium. L’utilisation du C.E.B n’en présente
pas moins de nombreuses limites chez les champignons. Le C.E.B est d’abord inapplicable
aux champignons mitosporiques puisqu’ils ont justement la particularité de ne pas avoir de
stade téléomorphe connu. Il est ensuite inadéquat aux champignons homothalliques puisque
ceux-ci réalisent le cycle sexué sur le mode uniparental. De plus, et d’'une maniere générale
pas seulement restreinte aux champignons, il est également difficile d’appliquer le C.E.B aux
populations allopatriques, 1’isolement reproductif dans la nature ne pouvant étre testé que
pour des populations sympatriques. Par ailleurs, ’interfertilité (in-vitro) entre des taxa
allopatriques est connue chez différents champignons, certains auteurs indiquant qu’elle
pouvait justement refléter 1’absence de développement de mécanismes d’isolement
reproductif aprés la séparation géographique des populations (Brasier, 1997). Enfin, méme
chez certains champignons hétérothalliques, le C.E.B n’est pas non plus toujours facilement
applicable du fait méme que les barrieres d’isolement reproductif peuvent n’étre que
partielles, comme chez I’exemple bien connu des especes d’Ophiostoma telles que O. ulmi et
O. novo-ulmi qui parasitent les ormes, ces champignons étant capables de se croiser in-vitro

mais apparemment pas (ou plus ?) dans la nature du fait de barrieres post-zygotiques (Brasier,
1997).

Avec I’avénement des marqueurs moléculaires en systématique fongique, plusieurs
taxinomistes comme Mills ef al. (1991) et Maclean et al. (1993) ont avancé la notion d’espece
moléculaire (E.M.) pour signifier la distinction de taxa génétiquement distincts sur une base
moléculaire. Dans le méme ordre d’idées, d’autres comme Donoghue (1985), Cracraft (1990),
ou encore Taylor, Jacobson et Fisher (1999) ont avancé le concept d’espece phylogénétique
(C.E.P.). Ces derniers définissent le C.E.P comme le plus petit clade monophylétique d’un
groupe d’organismes partageant le méme €tat pour un caractére ancestral, par exemple les
mémes positions nucléotidiques polymorphes au sein d’une séquence donnée. Le C.E.P a
I’avantage de permettre d’inclure dans un méme systeme de classification phylogénétique les
especes méiosporiques et les especes mitosporiques estimées sur la base du méme type de
criteres (moléculaires, donc). L’une de ses principales limites est que son application
généralisée nécessiterait la définition d’un nouveau systtme de nomenclature ayant un
support phylogénétique, en remplacement de I’actuel Code Botanique. Or, il n’existe pour
I’heure aucune position unitaire sur les modalités de cette révision, méme si des propositions
ont été faites (Hibbett et Donoghue, 1998).

51



Chapitre 1 : Introduction — Revue bibliographique

Actuellement, il n’y a pas de consensus sur la définition de I’espece fongique. Celle de
Brygoo (1991) a I’avantage de pouvoir étre appliquée aussi bien aux taxa mitosporiques qu’a
ceux qui sont méiosporiques: « ensemble de souches, sexuées ou non, se ressemblant
génétiquement entre elles autant que se ressemblent des souches sexuées capables de se
croiser entre elles». La position la plus communément adoptée par les taxinomistes
contemporains est de définir les especes fongiques sur la base d’une approche multicritere
basée sur différents jeux de caractéres moléculaires indépendants, combinés avec d’autres

types de caractéres (par exemple phénotypiques) (Maclean et al, 1993 ; Spatafora et
Blackwell, 1994).

4.5 Une résolution des especes fongiques phytopathogenes jamais atteinte auparavant

Les régions les plus variables de I’ADNr comme par exemple la grande sous-unité
(28S), mais aussi et surtout les espaceurs ITS et IGS sont actuellement trés utilisées en
systématique moléculaire pour la résolution des especes. Les espaceurs et en particulier I’ITS
sont fréquemment exploités par amplification PCR suivie ou non de séquencage. Bruns et al.
(1991) et Lee et Taylor (1992) considérent que le taux d’accumulation des mutations dans la
région ITS est proche du taux de spéciation chez les champignons, d’ou le fait que ce locus se
préte bien a la discrimination des especes fongiques. La région IGS plus variable, est plus
souvent utilisée pour 1’étude de la diversité intraspécifique, mais est également exploitée pour
la résolution des espéces comme par exemple chez les Basidiomycétes ou chez les Oomyceétes
ou I’existence de la sous-unité 5S la rend plus facilement accessible, a 1’aide d’une sonde ou
d’une amorce. Plusieurs autres locus comme par exemple le géne de la B-tubuline (O'Donnell
et Cigelnick, 1997), les genes MAT (Turgeon, 1998) ou encore le géne de I’histone (Glass et
Donaldson, 1995) font aussi I’objet d’une utilisation croissante pour la discrimination des
especes. Exploités a 1’aide de différentes méthodes de biologie moléculaire, ces locus
permettent de confirmer le reclassement d’espéces mitosporiques avec leurs parents
meéiosporiques (Samuels et Seifert, 1995). Ils ouvrent également la voie au réexamen des
especes fongiques phytopathogenes en apportant de nouvelles informations qui questionnent,
remettent en cause ou confirment les morpho-espéces érigées en systématique fongique
traditionnelle. Illustrons ces apports a 1’aide des deux exemples choisis chez des champignons
a la taxinomie souvent controversée.

Le genre oomycete Phytophthora est un genre diploide majeur en pathologie végétale

du fait que plusieurs de ses especes sont a 1’origine de graves maladies de type mildious,

fontes de semis et dépérissements notamment chez des plantes d’intérét économique.
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L’analyse des relations phylogénétiques au sein de ce genre révele une absence de congruence
entre la structuration en espeéces classiquement basée sur les groupes morphologiques de
Waterhouse (1963) et la structuration moléculaire effectuée sur la base du séquengage de la
région ITS de ’ADN; (Cooke et al., 2000 ; Forster, Cummings et Coffey, 2000). Les
caracteres morphologiques régissant traditionnellement ce taxon (mode d’attachement de
I’anthéridie a 1’oogone, caducité de sporanges, ...) se révelent, pour la plupart, d’intérét limité
sur un plan phylogénétique car traduisant surtout le poids de la convergence morphologique
(Forster et al., 2000). L’utilisation de la région ITS ou d’autres marqueurs comme par
exemple les RFLP de I’ADNy, ou de I’ADN nucléaire (Mills, Forster et Coffey, 1991 ; Forster
et Coffey, 1993 ; Forster, Cummings et Coffey, 2000) a permis de mettre en évidence une
importante diversité génétique chez certains taxa morphologiques trés controversés comme P.
cryptogealdrechsleri ou P. megasperma qui se révelent donc étre polyphylétiques, et
comporter plusieurs especes phylogénétiques ayant évolué indépendamment. Ces résultats
traduisent bien 1’inadaptation de la classification traditionnelle des Phytophthora et celle des
marqueurs morphologiques jusqu’alors utilisés chez ce genre.

Les marqueurs moléculaires clarifient également 1’identification et la classification des
champignons mitosporiques regroupés en systématique traditionnelle dans les trés artificiels
taxa des Deutéromycetes ou des Mycelia sterilia. Ils sont par exemple nombreux a avoir été
appliqués au champignon mitosporique Fusarium oxysporum (voir pour revue Woo et al.,
1998 ; Kistler, 1997). Ce champignon haploide est extrémement commun dans la rhizosphére
de plantes, mais posséde également des formae speciales (plus de 120 en ont été décrites) qui
sont a l’origine de graves maladies vasculaires chez des plantes d’intérét économique
(Hawksworth ef al., 1995). Le transposon Palm permet de différencier les souches de la forma
specialis elaidis attaquant le palmier a huile des souches non pathogenes, mais dans la plupart
des autres cas, les marqueurs moléculaires ne discriminent pas de maniere nette souches non
pathogenes et formae speciales induisant les maladies vasculaires. Chez F. oxysporum, les
hotes d’une forma specialis donnée étant souvent apparentés (exemple méme famille
botanique), il a souvent ét€¢ présumé que les membres fongiques de cette forma specialis
¢taient également apparentés de fagon proche, et pouvaient donc avoir un ancétre commun
(Kistler, 1997). L’analyse des séquences nucléotidiques des genes du facteur d’élongation de
traduction EFla et de la petite sous-unit¢ de I’ADN; mitochondrial de représentants de
différentes formae speciales de F. oxysporum a savoir les formes melonis, cubense,
lycopersici et radici-lycopersici a permis de montrer qu’aucune d’entre elles ne constitue un
groupe monophylétique (O'Donnell et al., 1998). Chacune d’entre elles, et en 1’occurrence la
f. sp cubense responsable de la grave maladie de Panama chez les bananiers, est donc

vraisemblablement composée de plusieurs espéces phylogénétiques ayant évolué de fagon
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indépendante, chacune pouvant représenter une espece cryptique non discernable sur le plan
morphologique. La catégorisation en forma specialis ne semble donc pas avoir de base
phylogénétique. De méme, 1’occurrence de complexes d’especes au sein de morpho-espéces
traditionnelles a également été confirmée chez de nombreux autres champignons, grace aux
marqueurs moléculaires.

Au dela de ces deux exemples, il faut retenir que l’application des marqueurs
moléculaires se révele particulierement utile chez les espéces ou les différences
morphologiques sont subtiles ou ambigués (Michelmore et Hulbert, 1987).

4.6 L’identification moléculaire des especes fongiques phytopathogenes : de la systématique
au diagnostic des maladies

Le diagnostic précoce et performant d’un champignon phytopathogeéne, et son suivi
régulier au champ sont a la base méme d’un contrdle plus efficace de la maladie dont il est
responsable, a 1’aide par exemple d’un meilleur ajustement des stratégies d’application des
fongicides (Maclean et al., 1993). De méme, le contrle des mouvements internationaux de
végétaux, la gestion des programmes de quarantaine, la certification sanitaire de plants mais
aussi la sélection de matériel végétal dans le cadre de programmes d’amélioration génétique
pour la résistance variétale imposent de disposer de techniques de détection fiables et rapides
des champignons pathogenes (et plus généralement de tous les agents phytopathogénes) dans
les plantes, ou dans des lots de semences. L’apport des marqueurs moléculaires au diagnostic
des maladies fongiques ou a la détection des champignons phytopathogénes découle
directement de leur aptitude sans précédent a une identification spécifique, et est donc liée aux
marqueurs employés en systématique moléculaire. Dans ce domaine, les travaux actuels
visent a mettre au point des protocoles et des outils moléculaires hautement spécifiques,
sensibles, rapides a mettre en ceuvre (Martin, James et Lévesque, 2000), venant ainsi
remplacer ou optimiser les techniques classiques de diagnose des champignons pathogenes

basées par exemple sur les isolements et les piégeages, ou encore les tests immuno-
enzymatiques.

Ces outils moléculaires de diagnostic sont essentiellement des amorces PCR et des
sondes d’ADN génomique qui permettent donc d’amplifier ou d’hybrider de maniére
spécifique une séquence d’ADN fongique cible, généralement multicopie (geénes de 1’ ADNTr,
microsatellites, ...). Ils sont appliqués soit a des cultures fongiques pures, soit directement a
des tissus végétaux infectés (technique du diagnostic in planta ou D.LP), et plus rarement a
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des échantillons de sols supposés contaminés par 1’agent pathogene recherché (Nazar ef al.,
1997 ; Kuske et al., 1998). La quantification directe du champignon recherché grace a son
ADN (Moukhamedov et al., 1994 ; Martin, James et Lévesque, 2000) peut alors étre effectuée
par des méthodes de « competitive PCR » (Groppe et Boller, 1997).

Le tableau 2 recense quelques exemples d’outils de détection et de diagnostic
appliqués a des champignons phytopathogénes. Les protocoles associés visent le plus souvent
soit a définir et a sélectionner des amorces ou des sondes spécifiques, soit a éviter 1’inhibition
de la réaction PCR par les polysaccharides et les composés phénoliques d’origine végétale
lors du diagnostic in planta, ou par des composés humiques lorsqu’on travaille avec des
échantillons de sol (Henson et French, 1993). Dans d’autres cas de figures, c’est
I’augmentation de la sensibilité de la méthode qui est recherchée, a 1’aide par exemple de la
technique de PCR nichée (Mutasa, Chwarszczynska et Asher, 1996 ; Martin, James et
Lévesque, 2000). Enfin, certains protocoles cherchent a détecter de fagon simultanée
différents champignons dans les mémes échantillons. C’est le cas de la « Multiplex PCR »,
qui a par exemple été appliquée a la recherche de Cylindrocarpon destructans et de
Cylindrocladium floridanum en pépiniéres de coniféres (Hamelin ef al., 1996).

Toutes ces nouvelles technologies de détection et de diagnost\ic moléculaires sont
actuellement en voie de généralisation, mais ne sont pas encore véritablement utilisées en
routine. 1l est cependant clair qu’a court terme, leur développement prendra de I’importance,
en particulier dans le cas des méthodes dérivées de la PCR, au regard de leur spécificité, leur
sensibilité et leur rapidité de mise en ceuvre (Gold, Garcia-Pedrajas et Martinez-Espinosa,
2001).
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Au terme de cette revue bibliographique il apparait clairement que les champignons du

genre Cylindrocladium constituent, aux cotés des nématodes endoparasites, une composante
importante du Complexe Parasitaire Racinaire qui est a 1’origine des 1ésions nécrotiques des
racines des bananiers. L’une des conséquences majeures de ces lésions racinaires est
’altération de 1’ancrage des bananiers, et a terme leur chute, ce qui constitue 1'un des
principaux facteurs limitants du rendement agronomique et la durabilité des plantations.

Dans ce pathosystéme, la composante fongique représentée par les champignons du
genre Cylindrocladium reste pourtant mal connue, ce qui freine la définition de stratégies de
controle appropriées. Il n’est pas établi si une ou plusieurs espéces sont impliquées. S’il y en a
plusieurs, il faut déterminer si elles correspondent a des espeéces déja décrites, ou a de
nouveaux taxa. Leur distribution géographique doit aussi étre précisée. Il est dans le méme
temps indispensable de déterminer leur niveau respectif de pathogénie chez les bananiers, et
d’évaluer leur diversité génétique.

Nous avons par ailleurs vu qu’au sein du genre Cylindrocladium, I’une des contraintes
taxinomiques majeures est justement la difficulté a distinguer les especes, les marqueurs
morphologiques se déclinant de fagon continue et étant sensibles a I’évolution convergente
(existence d’espéces morphologiquement similaires). Cette difficulté est renforcée par ailleurs

par le fait que plusieurs espéces peuvent étre simultanément présentes sur le méme hote.

La présente étude a pour objectifs de discriminer et d’identifier de fagon simple et non
équivoque ’espece ou les especes de Cylindrocladium en cause chez le bananier, et d’en
établir les principales caractéristiques biologiques et génétiques. Elle constitue un préalable a
la définition et a la mise en place raisonnées de stratégies de controle de ces champignons en
bananeraies. Elle requiert de ce fait une ouverture sur le développement d’outils de diagnostic
moléculaire qui soient performants, faciles d’utilisation, et potentiellement transférables dans
les zones de production bananiére.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons, dans un premier temps, établi une collection
d’isolats de Cylindrocladium, issus de la rhizosphére du bananier (ou de champignons
supposés comme tels) et provenant de différentes zones géographiques de production. Afin de
situer ces champignons dans le cadre taxinomique existant, cette collection a été caractérisée

sur la base de descripteurs phénotypiques et biologiques (morpho-taxinomie, croissance,
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compatibilité sexuelle) et comparée a des isolats de Cylindrocladium de référence provenant
de mycothéques internationales. Deux types d’isolats de référence ont été utilisés : des isolats
« types » ayant servi a la description d’especes de Cylindrocladium, et d’autre part des isolats
additionnels déja utilisés dans d’autres études par d’autres équipes de recherche. Ces travaux
sont répertoriés dans le chapitre 2.

Dans un second temps, et compte-tenu des limitations inhérentes aux marqueurs
phénotypiques, nous avons cherché a valider de fagon indépendante, ou a dissocier les
groupements effectués grace a I’utilisation de marqueurs moléculaires simples et rapides
d’utilisation. Nous avons pour cela prospecté par PCR ciblée le polymorphisme des espaceurs
de I’ADNr nucléaire, cette approche étant couplée a 1’analyse des séquences nucléotidiques,
et a la recherche de marqueurs CAPS (PCR-RFLP). Ceci nous a permis de développer un
outil de diagnostic moléculaire adapté a la résolution des espeéces au sein du genre
Cylindrocladium. Cet outil a donc également servi a évaluer la diversité génétique des
champignons du genre Cylindrocladium inventoriés sur bananiers, et a les situer vis & vis des
especes connues de ce genre. Ces travaux constituent le chapitre 3.

Dans un troisiéme temps, nous avons cherché a évaluer le pouvoir pathogéne des
Cylindrocladium inventoriés en bananeraies en étudiant leur variabilité d’agressivité sur
bananier. Nous avons pour cela développé une méthodologie expérimentale d’évaluation du
pouvoir pathogéne basée sur I’inoculation contrélée de plants de bananiers issus de culture in-
vitro. En paralléle, une premiere approche de la diversité génétique présente au sein des taxa
s’étant révélés pathogeénes sur bananiers a été effectuée a 1’aide de marqueurs RAPD

indépendants donc des marqueurs CAPS initialement utilisés. Ceci fait 1’objet du chapitre 4.
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Chapitre 2 : Analyse de la diversité phénotypique et biologique d’isolats de Cylindrocladium
issus de la rhizosphére du bananier

1. Introduction

Cette premiere partie de notre étude a pour objectif la caractérisation de la diversité
phénotypique et biologique (hors pouvoir pathogéne traité au chapitre 4) des isolats de
Cylindrocladium issus de la rhizosphére du bananier. Elle constitue un premier niveau
d’approche directe de la diversité de ces champignons.

Des isolats d’origine multilocale ont été obtenus aussi bien a partir d’échantillons de
racines que de sol, et ce, grace a des méthodologies appropriées d’isolement, d’induction de la
sporulation conidienne et de conservation. Sur la base de leur -caractérisation
morphométrique, une structuration de la diversité morphologique a été recherchée. Les types
morphologiques (ou morphotypes) identifiés ont été comparés a des représentants d’espéces
connues de Cylindrocladium issus d’autres biotopes et provenant de mycothéques
internationales. Nous avons également cherché a renseigner le statut biologique de ces
groupes morphologiques d’une part en identifiant leur optima thermiques de croissance, et
d’autre part en cherchant a préciser leur statut sexuel par induction de leur stade téléomorphe.
Dans les chapitres qui suivront nous chercherons a valider ou au contraire a dissocier les

groupements établis sur ces bases phénotypiques et biologiques, par ’utilisation de critéres
génétiques et pathogéniques.

2. Matériel et Méthodes 5

2.1 Origine des isolats

2.1.1 Isolats de Cylindrocladium non identifiés provenant de la rhizosphére du bananier ou de

nécroses racinaires d’héliconia

Des échantillons de racines et de sol ont été prélevés au cours de prospections réalisées
dans différents pays, dans des systémes de culture majoritairement a base de bananiers AAA
du sous-groupe Cavendish, et plus rarement de bananiers AAB (plantains). Les prospections
concernant les Petites-Antilles (Martinique, Guadeloupe, Dominique, Sainte-Lucie) ont été
faites entre Aofit 1997 et Novembre 1999. Le laboratoire de phytopathologie du CARBAP
(Centre Africain de Recherches sur les Bananiers et Plantains) a réalisé la prospection
concernant le Cameroun, entre Juillet et Octobre 1998. Des échantillons racinaires nous ont
également été expédiés en Décembre 1999 par voie express par O. Arias (Aventis), en
provenance du Costa-Rica. Au total, 66 sites différents répartis dans ces 3 grandes zones
géographiques (Caraibe, Cameroun, Costa-Rica) ont été échantillonnés (tableau 4). Le site est
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défini ici comme une placette d’environ 30 m sur 30 m comportant des bananiers partageant
le méme historique, et menés selon le méme itinéraire technique. Dans chaque site, les
échantillons racinaires ont été prélevés a la pelle-béche a 1’aplomb de un a quatre bananiers,
choisis au hasard. Un a trois isolats de Cylindrocladium, tous issus de lésions racinaires
différentes ont été retenus au hasard par bananier. De plus, sur quelques sites de Guadeloupe,
Martinique, et du Cameroun, des échantillons de sol composites réalisés a partir du mélange
de dix prélévements aléatoires dans I’horizon 0-25 cm ont également été prélevés. Recueillis a
proximité immédiate de racines de bananiers, ils ont servi a I’isolement direct a partir de sol
rthizosphérique de souches de Cylindrocladium parmi lesquelles 1 & 5 ont été retenues au
hasard dans chacun des sites concernés (tableau 4).

En parallele a cette recherche d’isolats de Cylindrocladium provenant de bananeraies,
nous avons également vérifié si ces champignons pouvaient localement étre présents chez des
plantes appartenant au méme ordre botanique que les bananiers (Zingibérales), mais a des
familles voisines de celles du bananier (Musaceae). Nous avons pour cela examiné des
échantillons racinaires de Strélitzias (Strelitziaceae) et d’héliconias (Heliconiaceae) venant de
Guadeloupe. Seuls les échantillons racinaires d’héliconias porteurs des nécroses ont permis
I’isolement de souches de Cylindrocladium que nous avons comparées par la suite a celles
provenant de bananeraies.

Au total 171 isolats de Cylindrocladium issus de la rhizosphére de bananiers ou
d’héliconias, et référencés par la suite comme des «isolats terrain » a identifier, ont été
utilisés au cours de la présente étude.

2.1.2. Isolats de référence provenant de mycothéques internationales

Afin de comparer les caractéristiques des isolats « terrain » non identifiés a celles de
représentants d’especes connues et de genres trés proches du genre Cylindrocladium, une
collection d’isolats dits de référence a été constituée. Ces isolats proviennent de 1’IMI
(International Mycological Institute ; Royaume Uni), de CBS (Centraalbureau Voor
Schimmelcultures ; Pays-Bas), de I’ ATCC (American Type Culture Collection ; Etats-Unis),
du MNHN (Muséum National d’Histoire Naturelle ; France), de la MUCL (Mycothéque de
I’Université de Louvain ; Belgique), et de PPRI (Plant Protection Research Institute ; Afrique
du Sud). Leur liste est donnée dans le tableau 5. Cette collection de référence comporte, pour
partie, des isolats types de Cylindrocladium, c’est a dire des isolats ayant servi a définir les
especes considérées lors de leur description initiale (diagnose latine). Elle comporte
également des isolats additionnels, acceptés par les taxinomistes spécialistes du genre
Cylindrocladium comme des représentants valables des espéces considérées.
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Tableau 4 : Origine des isolats de Cylindrocladium issus de prospection (isolats « terrain »)

i?:: Origin(el og:;;gtrgphique Baploftation Ty:);:lde Hote I\iI:;;;e Isolats is;u; :i:ex;écroses Iso?:sslslsus
1 | Martinique (Me-Rouge) Pamnasse A Bananier (AAA, Poyo) 4 Marl, MMa:;) (,);\A alOR,
2 | Martinique (Me-Rouge) Longchamps A Bananier (AAA, Gde Naine) 6 Maﬁ;xg ?;&::;532’
3 | Martinique (Me-Rouge) | Chateau-Gaillard A Bananier (AAA, Gde Naine) 5 Mal&aﬁ:};{’aﬁ?u’
5 | Martinique (Macouba) Bellevue P Bananier (AAA, Gde Naine) | 7 M&;} g'éafl;dﬁ%’”
6 Martinique (Macouba) Bellevue A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Mar26
7 | Martinique (B.-Pointe) Gradis P Bananier (AAA, Poyo) 3 M;;g’rl:[;r;imigsﬂ'
9 | Martinique (B.-Pointe) Leyritz P Bananier (AAA, Gde Naine) 3 Mar8, Mar29, Mar107
10 | Martinique (Macouba) Préville A Bananier (AAA, Gde Naine) 7 Mar50 a Mar 56
11 | Martinique (Macouba) Préville A Bananier (AAA, Poyo) 4 Mar9, Mar58 4 Mar60
13 | Martinique (G. Mome) |  Saint-Michel A Bananier (AAA, Gde Naine) | 6 M”;\g’ag&rﬁ;gf’”’ Mar61
14 | Martinique (G. Mome) Saint-Michel A Bananier (AAA, Gde Naine) 3 Mar22 a Mar24
17 | Martinique (St-Joseph) Riviére Lézarde B Bananier (AAA, Gde Naine) 3 Mar37, Mar38, Mar62
18 | Martinique (St-Joseph) Riviére Lézarde B Bananier (AAA, Gde Naine) 2 Mar39, Mar63
20 | Martinique (St-Joseph) Désirade B Bananier (AAA, Gde Naine) 3 Mar35, Mar36, Mar66
21 | Martinique (Frangois) Casse-Cou F Bananier (AAA, Gde Naine) 3 Marl5, Marl6, Mar67
22 | Martinique (Frangois) Grands Fonds E Bananier (AAA, Gde Naine) 3 Marl4, Marl7, Marl8
23 | Martinique (Frangois) Simon v Bananier (AAA, Gde Naine) 2 Marll, Marl9
30 Guadeloupe (CBE) | Bois-Rouge (Le M.) A Bananier (AAA, Gde Naine) 4 Gual, Gua7, Gual4 Gua24
31 Guadeloupe (CBE) Bunel (D. R) A Bananier (AAA, Poyo) 4 Gua6, Gua7l a Gua73
32 Guadeloupe (CBE) Féfé (L.P) A Bananier (AAA, Gde Naine) 2 Gua2, Gual5s
33 Guadeloupe (CBE) La Digue A Bananier (AAA, Gde Naine) 3 Gual6, Gual7, Gua74
36 Guadeloupe (CBE) Neufchateau A Bananier (AAA, Gde Naine) 3 Gual8 a Gua20
37 | Guadeloupe (CBE) Changy B Bananier (AAA, Gde Naine) | 4 e %‘;1%56““25’
38 Guadeloupe (CBE) Changy B Bananier (AAA, Poyo) 7 Gua9, Gua76 aGua8l
39 Guadeloupe (CBE) Changy B Bananier (AAA, Gde Naine) 6 Sy Gg::;; Sk
39! Guadeloupe (CBE) Neufchateau A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Gua$
40 Guadeloupe (CBE) St-Sauveur B Bananier (AAA, Gde Naine) 6 Guag8 %u::gaé
41 Guadeloupe (CBE) Mineurs B Bananier (AAA, Poyo) 3 Gua4, Gual3, Gua%4
42 | Guadeloupe (CBE) Mineurs B | Bananier (AAA, GdeNaine) | 5 Guag;agg??;a(_g}gaz&
44 Guadeloupe (CBE) Changy B Bananier (AAA, Gde Naine) 5 Gua26, Gua%6, Gua97 3121928,
45 | Guadeloupe (Tr. Riv.) |Jacquemel (Dambas) A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Gua2l
46 | Guadeloupe (Tr. Riv.) [Jacquemel (Dambas) A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Gua99
47 | Guadeloupe (Tr. Riv.) |Jacquemel (Dambas) A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Gua22
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Suite Tableau 4
Ccljde Origine géogr’aphique Exploitation Type de Hote I\_Iombre Isolats issu's dF nécroses| Isolats issus

site (localité) sol isolats racinaires du sol
50 Guadeloupe (CBE) Neufchateau A Héliconia 3 Hel2A, Hel2B, Hel2C

51 | Guadeloupe (Goyave) Questel E Héliconia 3 He”ﬁli;fl”Az’

66 Sainte-Lucie (Deglas) M. Dossa F Bananier (AAA, Poyo) 5 Slul, 51;?&1501:5’ Shus,

71 Sainte-Lucie (Cacao) Alexis Sadoo F Bananier (AAA, Poyo) 3 Slu2, Slu4, Slu7

76 |Dominique (Grand-Bay)| Edward Fregiast L Bananier (AAA, Poyo) 1 Doml

77 | Dominique (Grand-Bay) Carbon John A Bananier (AAA, Poyo) 2 Dom6, Dom7

78 Dominique (. Layou) Randy Paul A Bananier (AAA, Poyo) 1 Dom2

81 |Dominique (CR Maginy)| Clément F. Valmont E Bananier (AAA, Poyo) 1 Dom3

84 | Dominique (CR Bataka) | Philomene Benjamin F Bananier (AAA, Poyo) 2 Dom4, Dom106

85 | Dominique (Marigot) Kiplin Alfred 19 Bananier (AAA, Poyo) 1 Dom5

90 | Costa-Rica (Sarapiqui) Finca Dominica F Bananier (AAA, Gde Naine) 2 Corl, Cor2

91 | Costa-Rica (Sarapiqui) Finca Dominica F Bananier (AAA, Valéry) 3 Cor3 a Cor5

92 | Costa-Rica (Guapiles) Finca Teresa S Bananier (AAA, Valéry) 1 Cor6

94 Costa-Rica (Sixaiola) Finca San Bosco F Bananier (AAA, Valéry) 1 Cor7

109 Cameroun (Koto) - F Bananier (Gros-Michel, AAA) 1 Caml4
110 Cameroun (Koto) - F Bananier (-, AAB) L Cam2
111 | Cameroun (Borendam) - A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam7

112 | Cameroun (Borendam) - A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Caml6

113 | Cameroun (Borendam) - A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Caml7

114 | Cameroun (Boubou) - A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam6
115 | Cameroun (Boubou) - Bra Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Caml1
116 Cameroun (Bouba) - A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Caml$

117 Cameroun (Bouba) - Bra Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam20

118 | Cameroun (Njombé) - A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Caml

119 | Cameroun (Njombé) - A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam3

120 | = Cameroun (Njomb¢) - VA Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam30

121 | Cameroun (Penja Est) - Bra Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Caml9
122 | Cameroun (Penja Est) - Bra Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam8
123 [ Cameroun (Penja Est) - Bra Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam4

124 | Cameroun (Penja Est) - Bra Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam9
'125 Cameroun (Penja Est) - Bra Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Cam5

126 | Cameroun (Penja Est) - Bra Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Caml0
127 | Cameroun (Njombé) - A Bananier (AAA, Gde Naine) 1 Caml2

A : Andosol ; B : Sol Brun rouille a halloysite ; Bra : Sol Brun andique ; F : Sol Ferralitique ; V :
Vertisol ; L : Sol Limoneux ; P : Sol Peu évolué ; S : Sol Sableux
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Tableau 5 : Origine des isolats de Cylindrocladium de référence utilisés pour la caractérisation phénotypique et biologique

il - Hote SR Pays (état, localité)
ATCC 354517° Cy. candelabrum Eucalyptus sp. Brésil, (Copener, Bahia)
ATCC 22677 Cy. floridanum Prunus persica Etats-Unis (Georgie)
ATCC 18834" Cy. floridanum Robinia pseudoacacia Japon
PC 551197° Cy. gracile Argyreia splendens Asie du Sud Est
IMI 346843 Cy. gracile Eucalyptus sp. Afrique du Sud (Natal, KwaZulu)
PPRI 4176* Cy. pseudogracile Manilkara zapota Brésil (Para, Belém)
ATCC 46300 Cy. scoparium Leucothoe cabestei Etats-Unis (Caroline du nord)
ATCC 447307 Cy. spathiphylli Spathiphyllum sp. Etats-Unis (Floride)
IMI 167983 Cy. spathiphylli Camellia sinensis Maurice
PPRI 4179 Cy. pteridis Rumorha adiantiformis Brésil (Vigosa)
® : isolat type
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Isolats de Cylindrocladium non
identifiés provenant de la rhizosphére
de bananiers et d’héliconias et
obtenus a partir de :

V., Lésions racinaires
Isolements sur milieu M1-100 CHL
Echantillons de sol
Procédure d’isolement direct (Riséde, 1995)

Y

Induction sporulation conidienne

sur milieu B.L.A.
7 jours, lumiére continue
25°C

v

Clonage monoconidien
Etalement conidies a la pipette Pasteur boutonnée
dans 50 pl d’eau distillée stérile, sur eau gélosée :
Apres 4 h a 25°C, repiquage d’une conidie germée

sur milieu M2

Y

. IMI, ATCC, CBS, PPRI, MNHN

Isolats de référence de
Cylindrocladium provenant de
mycothéques internationales :

(Hotes d’origines divers)

\

y

Induction sporulation conidienne sur
et production de microsclérotes sur

milieu B.L.A.
Y 7 jours
AN
V.
10 jours Y

Caractérisation morpho-
taxinomique
en microscopie photonique

Cryoconservation des isolats sur des

fragments foliaires de milieu B.L.A.
Eau glycérolée a 10%
Stockage a —80°C

Y

Y 4!
Morphologie des Courbes d’action de la Essais d’induction du
colonies et température (10°C, 15°C, 20°C, stade téléomorphe
Caractéres culturaux 25°C, 30°C, 35°C) sur la Calonectria par
stables croissance mycélienne, et appariements homo ou
» _ recherche des optima hétérothalliques
Milieu M2, obscurité, lectures § i
4% er15 jours thermiques Milieu B.L.A., lumiére continue,
Milieu M2, obscurité 25°C, 5 semaines

Figure 16 : Procédure générale de traitement des isolats de Cylindrocladium pour la

caractérisation phénotypique et biologique
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2.2 Isolement, clonage monoconidien et conservation des isolats

La figure 16 récapitule ’ensemble des procédures d’isolement et de conditionnement
des isolats fongiques pour les différents travaux expérimentaux de la caractérisation
phénotypique et biologique. Les isolements a partir de 1ésions racinaires ont été effectués par
mise en culture sur milieu gélosé M1-100 CHL (1% d’extrait de Malt, 2% d’agar, 100 mg/L
de Chloramphénicol) de fragments de tissus prélevés en avant du front de lésions. Les
colonies ont été repiquées apres 5-6 jours sur milieu M2 (2% d’extrait de Malt, 2% d’agar).
La procédure d’isolement direct du sol des souches de Cylindrocladium est celle que nous
avions mise au point antérieurement (Risede, 1995). Elle repose sur une série de lavages et de
tamisages des échantillons de sol, puis sur une désinfection contrélée du refus des tamis a
I’hypochlorite de calcium, avant leur incorporation au milieu sélectif de Phipps, Beute et
Barker (1976) amendé de 1000 mg/L d’éther de nonyl phényl polyéthyléne glycol a oxyde
d’éthyléne (Tergitol NP-10). Le Tergitol NP-10 est un surfactant anionique qui limite trés
fortement le développement des champignons a croissance rapide dans les dénombrements de
mycoflore tellurique (Steiner et Watson, 1965 ; Phipps, Beute et Barker, 1976).

Un milieu favorisant la sporulation conidienne des champignons du genre
Cylindrocladium a ensuite été recherché. Le milieu C.L.A (Carnation Leaf Agar) a été
employé¢ avec succeés a de telles fins par Fisher et al. (1982) sur Fusarium, puis par Crous,
Philipps et Wingfield (1992) sur Cylindrocladium, mais n’est pas appropri€ en zone tropicale
car les ceillets n’y sont pas cultivés. Nous avons donc adapté un milieu B.L.A (Banana Leaf
Agar) réalisé suivant le méme principe que le milieu C.L.A mais a partir de fragments
foliaires stériles de vitroplants de bananier (2cm * 3cm) n’ayant jamais recu de fongicides, et
disposés en boites de Pétri sur eau gélosée a 2%. A 25°C, en lumiere continue (tubes blancs
fluorescents et tubes de lumiére proches UV, longueur d’onde de 265 nm) la conidiogenése
d’isolats de Cylindrocladium s’est révélée trés abondante sur les fragments foliaires de ce
milieu.

Pour le clonage monoconidien des isolats, des conidies sont prélevées sur les
fragments foliaires des boites de milieu B.L.A., a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée.
Elles sont ensuite étalées en boite de Pétri sur milieu Eau-Agar (2% d’agar) dans une
gouttelette de 50 pl d’eau distillée stérile. Aprés 4 heures d’incubation a 25°C, une conidie
germée est repiquée sur milieu M2, pour chacun des isolats .

En vue de limiter les variations morphologiques et biologiques des isolats dues aux
repiquages fréquents, nous avons recherché une technique de conservation adaptée susceptible
de fortement ralentir leurs activités métaboliques pendant cette phase. Quelques tests

préliminaires comparant la reprise des souches apres différents modes de conservation ont été
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Tableau 6 : Variables initiales et modalités utilisées pour la caractérisation phénotypique
des isolats de Cylindrocladium

Variables Codes Modalités
Caractéristiques
prises en compte en
microscopie
Conidies Longueur moyenne (pm) LoCo
Largeur moyenne (pm) LaCo
Nombre de septa Nbsept | SP1 : % conidies a 1 septum ; SP2 : % conidies a 2
septa ; SP3 : % conidies a 3 septa
Vésicule terminale Forme FVT B
du stipe , , ' ( )
1 2 3 4
1 : Clavate ; 2 : Sphérique a ellipsoide
3 : Spatulée a ellipsoide ; 4 : Sphéro-pédonculée
Plus grand diametre Diaves
horizontal
(um) >
Hauteur* l‘ Hves
(pm) ¥
Morphologie des Aspect du mycélium AMA |- 1:Rasamoyen
colonies et aspect aérien - 2 : Moyen a long, Réseau lache, d’aspect
cultural duveteux, avec quelques méches
-3 : Moyen a long, foisonnant
Marges des colonies MAC |-1:Crénelée
- 2 : Peu crénelée a lisse
Couleur mycélium aérien | CMA |- 1 : Blanchatre
périphérique - 2 : Hyalin
- 3 : Jaunatre
Production de PMS |- 1:Forte avec tendance a 1’agrégation
microsclérotes - 2 : Forte, mais microsclérotes bien individualisés
- 3 : Moyenne
- 4 : Faible
Croissance Vitesse de croissance a Vit25

25°C sur milieu M2
(cm/jour)

* : Pas de hauteur prise en compte pour les vésicules de type clavate
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effectués : i/ Conservation a —20°C avec dessiccation et mise sous vide de cultures réalisées
sur papier filtre (Valent et al., 1986) ; i1/ Conservation en tubes sur pentes gélosées de milieu
synthétique pauvre en éléments minéraux (Milieu « S » de Messiaen et Laffont, 1970) ; iii/
Conservation a —80°C dans un mélange cryoprotecteur eau-glycérol (10%). C’est ce dernier
procédé qui a été retenu. Apres 10 jours d’incubation a 25°C en lumiere continue, des
fragments foliaires issus de culture sur BLA de chacun des isolats ont été découpés en petits
morceaux, et mis dans des cryotubes de 1.5 ml contenant le mélange eau-glycérol. Ces
fragments étaient colonisés par les hyphes mycéliens et étaient porteurs de conidies et de
jeunes microsclérotes. Les cryotubes ont ensuite été stockés a -80°C. Avec cette technique, le
facies morphologique des souches est resté stable, méme apres 4 années de conservation et
aucune perte d’aptitude a la sporulation conidienne n’a été constatée. Le redémarrage des
cultures s’effectuait, selon les isolats, aléatoirement a partir des conidies, mais de fagon

toujours systématique a partir des fragments foliaires colonisés par le champignon.

2.3 Caractéristiques morphologiques, culturales et physiologiques étudiées

2.3.1 Etude morpho-taxinomique en microscopie photonique

Aprés 7 jours de culture sur milieu B.L.A. & 25°C et en lumiere continue, les
caractéristiques de forme et de taille des conidies, ainsi que celles des vésicules apicales des
conidiophores ont été étudiées en microscopie photonique, a 1’aide d’un microscope équipé
d’un contraste de phase de Nomarsky et d’un micrometre oculaire. Le tableau 6 récapitule les
descripteurs pris en compte. D’autres caractéres comme la présence de microconidiophores et
de microconidies n’ont pas été pris en compte, ces caracteres €tant tres rares et peu stables au
cours du temps. Les montages ont été effectués dans de 1’eau distillée et les observations et
mesures ont été réalisées a I’objectif * 100. Pour chaque isolat, 50 conidies et 25 vésicules
ont été mesurées. Cette étude morphométrique a concerné 1’ensemble des isolats « terrain », et
9 isolats de référence retenus d’une part pour leur ressemblance phénotypique avec les isolats
« terrain », et d’autre part pour le fait que malgré plusieurs années de conservation, ils
sporulaient encore de maniere intense. En accord avec les recommandations de Crous,
Philipps et Wingfield (1992), les observations et mesures n’ont été réalisées qu’a partir des
conidiophores directement produits sur les fragments foliaires, et pas de ceux induits sur la
gelose.

2.3.2 Caractéres culturaux et morphologie des colonies

Les descripteurs retenus pour caractériser 1’aspect cultural des thalles et la
morphologie des colonies sont ’aspect général du mycélium aérien (AMA), le caractere

régulier ou non de la marge des colonies (MAC), la couleur du mycélium aérien a la
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périphérie des colonies (CMA), et ’importance de la production de microsclérotes (PMS)
appréciée visuellement. Ces descripteurs ont été appliqués a des cultures de 68 jours (AMA,
CMA, MAC) ou de 15 jours (PMS) sur milieu M2. Le tableau 6 indique les différentes
modalités retenues pour ces variables. D’autres caractéres comme 1’intensité de la sporulation
conidienne ou la forme des microsclérotes n’ont pas été retenus, car peu stables ou peu
discriminants.

2.3.3 Vitesse de croissance mycélienne et optima thermiques de croissance

La vitesse de croissance mycélienne a 25°C (variable Vit25) a été mesurée pour tous
les isolats « terrain » et 9 isolats d’especes de référence de Cylindrocladium, simultanément a
’étude morpho-taxinomique. Pour cela, la croissance des thalles a été appréciée en boite de
Pétr1 (90mm) sur milieu M2, par mesure de 2 diametres perpendiculaires, tous les 2 jours
pendant 15 jours, a raison de 8 répétitions par isolat. Les boites étaient incubées a 1’obscurité,
en étuve thermostatée.

En parallele, un sous-échantillon de 17 isolats représentatifs de la diversité
morphologique présente au sein de la collection d’isolats « terrain », ainsi que 10 isolats de
référence ayant servi pour les comparaisons morphologiques ont été utilisés pour établir la
courbe d’action de la température sur la vitesse de croissance mycélienne. Pour ces 27 isolats,
la gamme de température testée est 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, et 35°C. Les mesures de
croissance ont été réalisées de la méme maniere et a la méme fréquence qu’indiqué ci-dessus,
avec €galement 8 répétitions par isolat et par température. Deux parameétres ont été utilisés
pour caractériser les courbes d’action de la température sur la croissance mycélienne : la

température optimale de croissance, et la vitesse de croissance a cet optimum thermique.

2.4 Compatibilité sexuelle des isolats

La compatibilité sexuelle des isolats « terrain » entre eux ou avec des isolats de
référence a été testée par culture homothallique ou hétérothallique (2 thalles différents) sur
milieu B.L.A. en lumiére continue (tubes fluorescents blancs et tubes proches ultraviolets), a
25°C en étuve thermostatée. Plus de 250 croisements différents ont ainsi été réalisés, avec 5
répétitions pour chacun d’eux. Les appariements d’isolats ont été réalisés dans des boites de
Pétri de 55 mm de diametre comportant un fragment foliaire de bananier de 2 * 3 cm disposé
sur eau gélosée. Chacune des 2 longueurs du rectangle foliaire était ensemencée par 2
implants de culture de chacun des 2 isolats.
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2.5 Traitement des données et analyses statistiques

2.5.1 Descripteurs de la diversité phénotypique

En croisant les descripteurs phénotypiques et les isolats étudiés, une matrice carrée de
type variables * individus a été obtenue. Son analyse s’est déroulée en trois étapes :

- Variables qualitatives

Le codage de ’ensemble des variables qualitatives (FVT, AMA, CMA, MAC, PMS)
ayant été effectué sous forme disjonctive complete, c’est a dire que pour tout individu, chaque
variable qualitative ne présentant a la fois qu’un seul état possible (soit une seule modalité a la
fois), la liaison de ces variables a pu étre étudiée sous forme de tableau de contingence de

Burt. Un tableau de Burt est une matrice diagonale a n lignes (variables qualitatives) et p

colonnes (nombre total de modalités pour I’ensemble de ces variables qualitatives) ol & la "™
ligne et & la j*™ colonne, la valeur n; représente le nombre d’isolats possédant a la fois le
caractere i et le caractere j. Ce tableau comporte donc a la fois des blocs diagonaux donnant
pour chaque variable les effectifs correspondant a chaque modalité, et des blocs non
diagonaux renseignant sur la répartition des effectifs entre les modalités de variables, lors du
croisement des variables deux a deux.

- Variables quantitatives

La liaison entre variables quantitatives a été appréciée en croisant entre elles d’une
part celles qui sont caractéristiques des conidies, et d’autre part celles qui sont caractéristiques
des vésicules.

- Analyse en Composantes Principales

En dernier lieu, la matrice variables quantitatives indépendantes * individus a servi a
la réalisation d’une analyse globale de la diversité phénotypique par ACP (Analyse factorielle
en Composantes Principales) avec 169 individus actifs (les isolats « terrain » non identifiés),
et 8 isolats d’especes de référence comme individus supplémentaires. L’ ACP est une méthode
statistique essentiellement descriptive permettant de savoir comment se structurent les
variables utilisées, et comment se répartissent les individus étudiés (Philippeau, 1986).
Passant d’un espace de représentation multidimensionnelle des individus (plusieurs variables)
a un espace a seulement 2 dimensions (plan) dont les axes ou composantes principales sont
des combinaisons linéaires de variables, elle permet une meilleure visualisation des individus.

Les individus supplémentaires ne participent pas a 1’analyse, mais sont positionnés a
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Figure 17 : Formes des vésicules terminales des stipes chez les isolats de Cylindrocladium
identifiés en bananeraies

a : Vésicule clavate (MT1 et MT5) ; b : vésicule sphérique (MT2) ; c : vésicule
spatulée (MT3) ; d : vésicule sphéro-pédonculée (MT4)
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posteriori sur le plan, ce qui permet de juger de leur ressemblance ou non avec les individus
actifs (Philippeau, 1986).

2.5.2 Optima thermiques de croissance

Aucun des 27 isolats ayant servi a établir la loi d’action de la température sur la croissance
mycélienne, n’a poussé¢ a 10°C. Le seul a avoir poussé a 35°C est I’isolat PPRI 4179 de
I’espece Cy. pteridis. Aux 4 autres températures étudi€es, pour chaque combinaison isolat *
température, les courbes de croissance obtenues étaient quasiment linéaires. Elles avaient une
légere inflexion en début et en fin traduisant ’allure sigmoide habituelle dé courbe de
croissance biologique. Chacune de ces courbes (27 isolats, 8 répétitions par isolat, 4
températures étudiées) a fait I’objet d’un ajustement linéaire. Elle a été caractérisée par la
pente a de la droite de régression y = a * t (avec y = croissance ; t = temps), la régression
ayant été calculée a I’aide de la procédure PROCREG du logiciel S.A.S. Cela a donc fourni 8
« points-pente » par isolat et par température. Mais ne disposant pas des courbes réelles de
croissance en fonction de la température pour chacune de ces répétitions (en effet, ce ne sont
pas les « mémes » boites de culture qui sont suivies a chaque température), nous avons
considéré chaque boite comme un échantillon possible de I’ensemble des boites possibles a
une température donnée. Chacune des courbes formées de points de I’une quelconque des 8
répétitions de chaque température devenait alors une courbe possible de 1’ensemble des
courbes. Ces 8* courbes possibles ont été construites sous Visual Basic, et pour chacune
d’elles le programme a stocké la valeur maximale de la vitesse de croissance et la température
correspondante. Pour chaque isolat, cela a alors permis le calcul d’un point maximal moyen
représentant la vitesse de croissance maximale. La température moyenne lui correspondant
représentait alors I’optimum thermique de croissance de ’isolat considéré.

3. Reésultats

3.1 Discrimination des descripteurs de la variabilité morphologique

Quatre types différents de vésicules apicales de stipes sont répertoriés : des vésicules
clavates (pas a peu renflées), des vésicules de forme plutdt sphérique, des vésicules spatulées
et des vésicules sphéro-pédonculées (figure 17 a-d). L’analyse des blocs diagonaux du tableau
de Burt (tableau 7) fait ressortir que les deux premiers types cités sont tres fréquents puisque
constituant plus de 95% des types recensés. Le type spatulé est rare, et le type sphéro-

pédonculé n’a été rencontré qu’une seule fois. Les types majoritaires concernant 1’aspect
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Tableau 7 : Tableau de contingence de Burt sur les variables qualitatives lors de 1’évaluation de la diversité phénotypique globale

Aspect cultural
FVT
AMA MAC CMA PMS
Clav. |Sphér. | Spath. Is,gg'_ Ras Duv. |Foison | Crénel |Lisse |Blanch. |Hyalin |Jaun. |+Aggr |+ Ind. Moy. |Faible
Clav. 105
Sphér. 0 57
FVT
Spath. 0 0 6
S-Ped 0 0 0 1
Ras 104 2 3 0 109
AMA Duvet 1 55 0 0 0 56
Foison. 0 0 3 1 0 0 4
Crén. 88 0 4 0 91 0 1 92
MAC
Lisse 17 57 2 1 18 56 3 0 77
Blan. 2 49 1 1 2 49 2 2 51 53
CMA Hyal. 102 8 5 0 106 7 2 89 26 0 115
Jaun. 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1
+ aggr 93 0 5 0 96 0 2 90 8 2 96 0 98
+ ind 11 57 0 0 12 56 0 0 68 49 19 0 0 68
PMS
Moy 1 0 1 0 1 0 1 2 0 1 0 1 0 0 2
Faible 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1

FVT : Forme de la vésicule Terminale du stipe ; AMA : aspect du Mycélium Aérien ; MAC : Marge des colonies ; CMA : Couleur du Mycélium
Aérien ; PMS : Production de Microsclérotes. Clav. : Clavate ; Sphér. Sphérique a ellipsoide ; Spath : spatulée ; Duv. : Duveteux ; Foison. : Foisonnant ; Crén. : Crénelé ; Blanc. :
Blanchatre ; Jaun. : Jaunétre ; + Aggr : Production de microsclérotes forte avec tendance a 1’aggrégation ; +Ind : Production forte de microsclérotes bien individualisés ; Moy. :

Production moyenne

Jorueueq np 219 dsozZIy1 [ ap snssy
unpopo4puild?) ap syejosi p anbidojoiq 30 anbidAyougyd 931s19A1p €] 9p 9shfeny : 7 oxyideq)
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aérien du mycélium sont les types « Ras a moyen » (modalité 1) et « moyen a long d’aspect
duveteux » (modalité 2). Les marges des colonies fongiques sont pour la plupart lisses, ou
crénelées. Le mycélium aérien présent a la marge des colonies est majoritairement blanc ou
hyalin, et la production de microsclérotes est généralement forte, avec deux types dominants :
les souches produisant des microsclérotes ayant tendance a s’agréger, et celles qui au
contraire produisent des microsclérotes plutot bien individualisés.

L’analyse des blocs non diagonaux du Tableau de Burt (tableau 7) réveéle que le
caractere FVT (Forme de la Vésicule Terminale du stipe) est le plus discriminant de tous les
descripteurs qualitatifs et que pour une majorité de souches, il renseigne efficacement sur la
plupart des autres caractéres qualitatifs. Ainsi les souches a vésicules clavates ont
principalement un mycélien aérien plutét ras, des colonies & marge crénelée, un mycélium
aérien hyalin et des microsclérotes a forte tendance agrégative. A I’inverse, les souches a
vésicules sphériques associent un mycélium aérien duveteux, a des colonies surtout & marge
lisse, et 2 un mycélium aérien plutdt blanchatre, ainsi qu’a des microsclérotes bien
individualisés. Les souches a vésicules spatulées ont un mycélium ras ou foisonnant, des
colonies souvent crénelées, un mycélium aérien majoritairement hyalin et des microsclérotes
ayant tendance a s’agréger. L’unique isolat a vésicules sphéro-pédonculées a un mycélium
foisonnant, une marge lisse, un mycélium aérien blanchatre, et une production de
microsclérotes faible. Du fait de la faible variabilité de réponses indépendantes du critere FVT
(forte liaison des descripteurs qualitatifs), nous avons par la suite minoré I’importance des
criteres qualitatifs autres que FVT, pour privilégier ’information recueillie sous forme
quantitative que nous avons par la suite exploitée sous forme d’analyse factorielle en
composantes principales, illustrée a 1’aide du critére FVT.

En ce qui concerne les variables morphologiques quantitatives, une analyse rapide des
liaisons entre les critéres « Longueur » (LoCo) et « largeur » (1aCo) des conidies indique que
ces deux variables sont plutot bien corrélées (figure 18). Cela a motivé le choix de n’en retenir
qu’'une seule des deux, a savoir la variable « LoCo » comme descripteur de la taille des
conidies, et le rapport LoCo/laCo comme descripteur de la forme, toutes les conidies
observées étant droites et cylindriques. En ce qui concerne la vésicule terminale du stipe, le
descripteur Hves (hauteur des vésicules) n’existant pas pour les souches a vésicules clavates,
nous n’avons finalement retenu que le critére Diaves (plus grand diametre horizbntal) comme
descripteur quantitatif de la taille des vésicules, et ce, en dépit d’une discrimination plutdt

forte de ces deux caractéres pris en compte simultanément (figure 19).
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Figure 18 : Liaison entre longueur et largeur des conidies des isolats de Cylindrocladium,
illustrée par la forme de la vésicule terminale du stipe (169 isolats « terrain » et 11 isolats de

référence)
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Figure 19 : Liaison entre la hauteur et le diamétre de la vésicule du stipe, illustrée par la
forme de la vésicule (hors vésicules clavates, 64 isolats « terrain »-symboles vides-, et 6 isolats
de référence -symboles pleins-)
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Chapitre 2 : Analyse de la diversité phénotypique et biologique d’isolats de Cylindrocladium
issus de la rhizosphére du bananier

3.2 Analyse globale de la diversité phénotypique

3.2.1 Identification de cing morphotypes (Mti) en bananeraies

Parmi les descripteurs utilisés dans I’analyse globale de la diversité phénotypique, les
variables DiaVes (diametre de la vésicule terminale du stipe), Nbsepta (Nombre de septa des
conidies), LoCo (longueur des conidies) et Vit25 (vitesse de croissance a 25°C sur milieu
gélosé malt a 2 %) contribuent respectivement a 27.75 %, 24.49 %, 23.15 % et 20.48 % de la
formation de I’axe 1 du premier plan factoriel de 1’ACP, soit au total a plus de 95 %. Les
variables LoCo/laCo (rapport longueur moyenne des conidies sur largeur moyenne) et Vit25
déterminent quant a elles respectivement 66.91 % et 19.15 % de I’inertie de I’axe 2. La
direction de ces variables est donnée par le cercle des corrélations en figure 20. Les deux axes
déterminent un plan factoriel représentant plus de 83 % de la variation expliquée, et sur lequel
les isolats terrain principalement isolés de la rhizosphére du bananier et minoritairement de
celle d’héliconias se répartissent en 2 groupes majeurs (par leurs effectifs) et 3 groupes
mineurs facilement illustrés par la forme de la vésicule terminale (figure 21).

Le premier groupe majeur ou morphotype MT1 a une dispersion faible et est constitué
d’isolats ayant des vésicules clavates donc de faible diameétre, des vitesses de croissance a
25°C plutét lentes, des conidies de taille moyenne, a un septum.

Le second groupe majeur MT2 semble plus variable et rassemble des isolats a vésicule
sphérique (diametre important), a vitesse de croissance Vit25 élevée. Ces isolats MT2
s’opposent aux MT1 également par la plus grande taille de leurs conidies, et un nombre
moyen de septa plus élevé. Tous les isolats provenant d’héliconias appartiennent a ce
morphotype MT2 et ont donc par la suite été désignés comme « MT2HEL ».

Le groupe mineur MT3 rassemble des isolats a vésicule spatulée se caractérisant
surtout par des conidies de petite taille & un septum, avec un rapport LoCo/laCo faible.

Les 2 autres groupes MT4 et MTS n’ont en fait chacun qu’un seul représentant
(respectivement les isolats Cam13 et Cam14). Le morphotype MT4 se caractérise surtout par
ses vésicules sphéro-pédonculées, ses conidies de petite taille & un septum avec un rapport
LoCo/laCo faible, et sa vitesse de croissance tres élevée. Le morphotype MTS se distingue
principalement du morphotype MT1 par ses caractéristiques conidiennes. En effet, si comme
MT]1 il posséde des vésicules clavates, il s’en démarque par des conidies plus petites avec un
rapport LoCo/laCo faible.

Le tableau 8 récapitule les caractéristiques phénotypiques marquantes de ces 5
morphotypes de Cylindrocladium identifiés en bananeraies.
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Chapitre 2 : Analyse de la diversité phénotypique et biologique d’isolats de Cylindrocladium
issus de la rhizosphére du bananier

Figure 20 : Analyse globale de la variabilité phénotypique : représentation du cercle des
corrélations de ’ACP (5 variables quantitatives, 169 isolats « terrain » actifs, 9 isolats de
référence de Cylindrocladium placés en individus supplémentaires) sur le premier plan
factoriel (83% de I’inertie totale)

Axe 2 (23 %)
A

LoGeldaCo [4.13% ; 66.91%]

LoGo [23.15% ; 8.20%]

N 24.49% ; 0.14%
b pt: [ Axe 1 (60%)0]

iaVes [27.75% ; 5.60%]

5 [20.48% ; 19.15%)]

Les contributions des variables a la construction des axes 1 et 2 sont indiquées entre crochets ; La part
de chacun des axes 1 et 2 dans 1’explication de la variation est donnée entre parenthéses
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Chapitre 2 : Analyse de la diversité phénotypique et biologique d’isolats de Cylindrocladium

issus de la rhizosphére du bananier

Figure 21 : Analyse globale de la variabilité phénotypique par Analyse

en Composantes Principales : représentation des individus sur le premier

plan de I’ACP [169 isolats « terrain » (symboles vides) et 9 isolats de Cylindrocladium de référence (symbole pleins)]
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sont indiqués (MT1 a MT5)
A Clavate o Sphérique o Spatulée © Sphéro-pédonc.
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Tableau 8 : Principales caractéristiques phénotypiques des 5 morphotypes d’isolats de Cylindrocladium
identifiés en bananeraies

Conidies Vésicule terminale du conidiophore Vitesse de croissance
Longueur(pum) Largeur (um) SP1% SP2% SP3% Forme Diametre horizontal (um) Hauteur (um) a 25°C (cm/jour)
MT1* (59.03-)70.04 (-80.31) (3.96-)5.09 (-5.78) (88-)98.8100 (0-)1.2(10)  (0-)0.1(-2) Clavate (4.33-) 5.03 (-5.73) - (0.266-) 0.512 (-0.773)
MT2° (71,16-) 84,88 (-113,42) (4.89-)6.05(-7.12) (18-)74.8(-100) (0-)24.5(-80) (0-)0.7(-8)  Sphérique (1327-)15.09 (-17.63)  (15.03-)16.80 (-19.76)  (0.613-) 0.830 (-1.047)
MT3* (45.07-)48.61(-51.06) (3.43-)3.98 (4.47) (94-)98.4(-100) (0-) 1.3 (4) (0-)0.3(-2) Spatulée (6.84-)8.20(-10.48)  (21.45-)26.90(-33.68) (0.615-)0.784 (-0.897)
MT4* 49.15 4.35 100 0 0 Sphéro-pédonculée 12.23 14.37 1.401
MT5* 42.36 4.75 100 0 0 Clavate 4.27 - 0.607

. Les chiffres en gras indiquent les moyennes, et les chiffres entre parenthéses les minima et maxima. Ces derniers ne sont pas donnés pour les morphotypes ne comprenant qu’un seul isolat
(MT4 et MTS5). Les caractéristiques des conidies et des vésicules ont été mesurées en microscopie photonique a partir d’isolats cultivés sur milieu BLA. Les vitesses de croissance a 25°C ont
O9¢té mesurées a partir d’isolats cultivés sur milieu gélosé a 2% d’extrait de malt. . Statut sexuel : * : indéterminé ; ° : hétérothallique

Tableau 9 : Distribution inter-sites de la diversité phénotypique (morphotypes MT1 a MT5) des isolats de Cylindrocladium provenant de bananeraies
de Guadeloupe et de Martinique

Morphotypes MT1 MT2 MT3 MT4 MTS5

Sites

1:2535556459510 10214 517518 + _ _ _ .
20;21;22;23;38;39,40;44

81:82.33;806 .43 ;4647 .49 ; - + - - -
13 + s + - "
7:.30:87:.42 + + - : 5
41 + + + = =
. X : Site de Martinique + : Mise en évidence du morphotype sur le site considérés

.y : Site de Guadeloupe - : Pas de mise en évidence



Chapitre 2 : Analyse de la diversité phénotypique et biologique d’isolats de Cylindrocladium
issus de la rhizosphére du bananier

3.2.2 Comparaison phénotypique des Mti avec des especes de référence

La figure 21 indique également que les isolats MT1 se regroupent, sur le plan
phénotypique, entre 1’isolat PPRI 4176 représentant I’espece Cy. pseudogracile et 1’isolat
PPRI 4179 qui est un représentant de 1’espece Cylindrocladium pteridis. 1ls se distinguent de
ce dernier par un rapport LoCo/laCo plus faible. Ils paraissent plus éloignés des représentants
de I’espéce Cy. gracile (PC 55197 et IMI 346843) et s’en distinguent en particulier par de
plus grandes conidies. L unique isolat MTS (Caml4) est par contre, lui, proche de ces deux
représentants de 1’espéce Cy. gracile.

Les isolats MT2 se répartissent entre les 2 représentants de 1’espéce Cylindrocladium
spathiphylli que sont ATCC 44730 et IMI 167983. Ils présentent donc une similarité
phénotypique certaine avec les représentants de cette espece. Pour les critéres Loco, Nbsept,
Diaves, et Vit25, ils paraissent globalement plus proches de IMI 167983. 1l est intéressant de
noter que 1’on retrouve au sein de ce groupe MT2, tous les isolats provenant d’héliconias, et
que ceux-ci ne semblent donc présenter aucune dissemblance morphométrique majeure avec
les isolats MT2 provenant de bananeraies. On peut toutefois noter qu’ils sont pour la plupart
localisés dans la partie gauche du nuage de points MT2 la plus proche de I’autre représentant
de I’espece Cy. spathiphylli, & savoir ATCC 44730. Cela traduit une septation moins
importante pour ATCC 44730 et les isolats MT2 provenant d’héliconias que pour les isolats
MT?2 issus de bananeraies.

Les isolats MT3 se rassemblent entre un représentant de 1’espece Cy. floridanum
(ATCC 18834) et un autre isolat a vésicule spatulée, le représentant ATCC 354517 de
I’espéce Cy. candelabrum. 1l n’a pas été possible d’inclure dans cette ACP le représentant
d’une autre espéce proche a vésicule spatulée, I’espece Cy. scoparium. Néanmoins, si 1’on se
reporte a la figure 19, et compte tenu du fait que la taille des conidies de cette espece est
donnée dans la littérature comme similaire a celle des conidies de Cy. candelabrum (Crous et
Wingfield, 1994), les isolats MT3 pourraient aussi étre proches, d’un point de vue
phénotypique, de Cy. scoparium.

Enfin, ’unique isolat MT4 reste un peu isolé, quoique proche d’un représentant de
I’espéce Cy. floridanum, par sa vitesse élevée de croissance a 25°C, et son faible rapport
conidien Loco/laco .

3.2.3 Distribution géographique des morphotypes

La figure 22 donne la distribution géographique des cing morphotypes identifiés en
bananeraies. Sur I’échantillon d’isolats étudiés, le type MT2 est le plus fréquent puisqu’il est
trouvé aussi bien aux Antilles, qu’en Amérique centrale (Costa-Rica) ou sur le continent
africain (Cameroun). Le type MT1 n’est décelé qu’aux Antilles ou il est trés nettement
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Chapitre 2 : Analyse de la diversité phénotypique et biologique d’isolats de Cylindrocladium
issus de la rhizosphére du bananier

Figure 22 : Distribution des 5 morphotypes d’isolats de Cylindrocladium trouvés en
bananeraies, en fonction des origines géographiques
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majoritaire en Martinique. Ce morphotype MT1 est également le seul qui ait été trouvé a
Sainte-Lucie. Le morphotype MT3 quoique peu fréquent se retrouve aussi bien aux Antilles
frangaises qu’au Cameroun. Les morphotypes rares MT5 et MT4 n’ont été recensés qu’au
Cameroun. C’est donc dans ce dernier pays que la diversité phénotypique est la plus
importante. Une analyse rapide de la distribution entre les sites de ces morphotypes dans les
deux zones géographiques ou [’échantillonnage a été le plus important (Martinique et

Guadeloupe) indique que plusieurs morphotypes peuvent coexister sur le méme site (tableau
9).

3.3 Identification des optima thermiques de croissance chez les différents morphotypes, et
comparaison avec ceux d’isolats de référence

Les vitesses moyennes de croissance a 25°C étant sensiblement différentes entre
certains Mti (tableau 8), nous avons donc €tudié la loi d’action de la température sur la
croissance de représentants de ces 5 Mti et d’isolats d’especes de référence. Nous avons en
particulier recherché s’ils présentaient des optima thermiques de croissance différents,
pouvant constituer un critére supplémentaire de discrimination. Les figures 23a-c indiquent
que pour une majorité d’isolats, I’optimum thermique de croissance se situe autour de 25-
26°C. C’est le cas pour les isolats des morphotypes MT1 et MTS5 et pour le représentant IMI
346843 de I’espece Cy. gracile. Par contre, I’optimum thermique d’un second représentant de
I’espece Cy. gracile PC 551197 et ceux des représentants des espeéces Cylindrocladium
pteridis et Cy. pseudogracile se situent nettement plus autour de 30°C. Les vitesses de
croissance a ces optima sont d’ailleurs plus élevées chez ces 2 dernieres especes que chez les
isolats MT1. Cela suggere une plus grande proximité physiologique des isolats MT1 et MTS5
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