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RESUME

La cercosporiose noire causée par le champignon ascomycéte Mycosphaerella
fijiensis Morelet est la maladie foliaire la plus dommageable a la production de
plantain a travers le monde. La présente étude vise a évaluer la variabilité
pathogénique des souches de M. fijiensis dans les communes d’Allada, Z¢, Ouinhi et
Adja-Ouére au Sud-Bénin. Les feuilles nécrosées de différentes variétés de plantain
ont été collectées dans différents champs. Au total dix (10) souches ont été isolées et
inoculées a deux cultivars de plantain : un témoin sensible Orishélé et un témoin
résistant FHIA 21. La virulence, I’agressivité et 1’indice de sévérité ont été
déterminés. Des symptdmes typiques de la maladie ont été observés sur les
deux cultivars avec des valeurs plus élevées de ces paramétres sur le cultivar
Orishélé. Le temps d’Incubation TI varie entre 12,10 et 22,38 jours pour le
cultivar sensible Orishélé tandis qu’il est compris entre 30,25 et 33,38 jours
pour le cultivar résistant FHIA 21. Les résultats ont montré qu’il existe une
variabilité pathogénique au niveau des différentes souches. Trois souches ont été
identifiées comme les plus virulents avec un temps d’incubation inférieur a 15
jours. Il s’agit des souches Mf. 502, Mf. 404 et Mf. 410. Ces souches présentent
également un temps de développement de la maladie trés court et ont éte les
plus agressifs. Par contre, les souches en provenance de Ouinhi a savoir Mf. 204 et
Mf. 210 ont présenté les virulences les plus faibles et un temps de développement plus
long. Les souches de Ze et Adja-ouere ont présenté une virulence intermédiaire. Ces
résultats ouvrent la voie a la mise en place de méthodes de lutte basées sur le criblage
des variétés résistantes. Une étude sur la diversité génétique de ces souches pourrait
aider a identifier les génes responsables de la variabilité pathogénique des souches.

Mots-clés : maladie des raies noires, virulence, agressivité, séverite.
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ABSTRACT

Assessment of pathogenic variability of strains of Mycosphaerella
fijiensis Morelet, causal agent of black Sigatoka of bananas in southern
Benin

Black Sigatoka or Black Leaf Streak Disease (BLSD), caused by the
ascomycete fungus Mycosphaerella fijiensis Morelet, is the most damaging
leaf disease of plantain production worldwide. This study was conducted to
evaluate the pathogenic variability of M. fijiensis strains from the districts of
Allada, Ze, Ouinhi and Adja-oueré in southern Benin. Necrotic leaves of
different plantain varieties were collected in various fields located in these
districts. Overall, ten (10) strains were isolated and inoculated to two plantain
cultivars Orishélé and FHIA 21 known to be respectively susceptible and
resistant to M. fijiensis. Symptoms typical of Black Leaf Streak Disease
(BLSD) were observed on both cultivars with higher values of these
parameters on cultivar Orishélé compared to cultivar FHIA 21. The mean TI
varies between 12.10 days and 22.38 days for the susceptible cultivar Orishélé
while it is between 30.25 days and 33.38 days for the resistant cultivar FHIA
21. Results indicated the existence of pathogenic variability of the various
strains on Orishélé, the susceptible cultivar used as control. Three strains such
as Mf. 502, Mf. 404 and Mf. 410 were identified as the most virulent with an
incubation time of less than 15 days. These strains also revealed a very short
disease development time and therefore were the most aggressive strains.
However, strains Mf. 204 and Mf. 210 from Ouinhi, showed the lowest
virulence and a longer development time. Data collected will contribute in
developing control methods based on the screening of resistant varieties. The
other strains collected from Zé and Adja-oueré showed an intermediate
virulence. Further study on the genetic diversity of these strains could help
identify the genes responsible of this pathogenic variability.

Keywords : Black Leaf Streak Disease, Mycosphaerella fijiensis, virulence,
aggressiveness, severity.

| - INTRODUCTION

Le plantain constitue une ressource alimentaire vitale pour plus de 400 millions
d'habitants des zones intertropicales humides d’Afrique, d’Asie, d’Amérique
centrale et du Sud [1]. En Afrique Centrale et de I’Ouest, le plantain est un
produit de grande consommation dans les zones rurales et urbaines ou il
contribue de maniere essentielle a la sécurite alimentaire. Le plantain est aussi
une source de création d’emplois et de la diversification des revenus ; et de ce
fait contribue a la lutte contre la pauvreté [2]. L'Afrique de 1'Ouest est 1’une
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des principales régions productrices de banane plantain dans le monde,
représentant environ 32 % de la production mondiale. Depuis la derniere
décennie, la production du plantain dans cette région a connu de légeres
augmentations dues a la hausse de la demande de ce produit [3]. En effet, le
plantain intervient dans de multiples usages dans cette région. Il est
principalement consommé comme fruit frais, cuit, frit, réti, pilé ou transformé
en boissons alcoolisées, en croustilles ou en chips et en farine de pate ou
patisserie [4]. De plus, les fleurs de certaines variétés sont utilisées dans la
thérapie traditionnelle pour guérir certaines affections [5]. Grace aux récentes
réformes, le Bénin a adopté de nouvelles politiques agricoles basées sur la
diversification des produits et la conquéte des marchés extérieurs a permis la
relance de la filiére plantain qui contribue a la stabilité des revenus des petits
agriculteurs et des commercants; améliorant ainsi la balance commerciale du
pays [6]. Le plantain fait partie des fruits les plus consommés dans le pays,
mais sa production reste encore inférieure a la demande [7]. En effet, cette
production se fait principalement sur de petites superficies avec de faibles
niveaux d’utilisation d'intrants ou de main d’ceuvre. De méme, a I’instar des
autres cultures, la production du plantain est confrontée a des contraintes
biotiques et abiotiques [8]. Les contraintes biotiques regroupent 1’attaque des
insectes [9], les maladies fongiques [10], les maladies bactériennes [11], ainsi
que des maladies virales [12].

Au nombre des maladies fongiques, la cercosporiose noire encore appelée
maladie des raies noires (MRN) constitue la maladie foliaire la plus
destructrice du bananier en général et spécifiqguement du plantain [13]. Elle est
due au champignon ascomycete Mycosphaerella fijiensis Morelet
(Paracercospora fijiensis : phase anamorphe). Le champignon s’attaque aux
feuilles en détériorant la surface foliaire du plantain diminuant ainsi la capacité
photosynthétique et affecte la croissance et le développement de la plante. Par
conséquent, cette maladie provoque une perte de rendement pouvant atteindre
50 % a 100 % surtout dans le second cycle de production [10]. Elle entraine
également la réduction de la qualité des fruits [14]. Tout comme les autres pays
producteurs du plantain, le Bénin est également confronté a cette maladie,
surtout dans le Sud du pays qui est la zone de grande production du plantain
[8]. Malgré la présence de cette maladie, trés peu de producteurs y ont
développé une méthode de lutte bien qu’ils soient conscients de la présence
des symptdmes de la cercosporiose noire dans leur plantation [15]. La lutte
chimique est largement adoptée dans les grandes exploitations industrielles ;
toutefois, son efficacité est limitée du fait de I'apparition des souches
résistantes aux fongicides; de méme, que des effets néfastes sur
I'environnement et la santé humaine [16]. Dans le contexte actuel d’une
agriculture durable, visant la réduction de I’utilisation des pesticides de
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synthese dans la lutte contre les bio-agresseurs, de nouvelles méthodes de lutte
plus écologiques ont été développées pour lutter contre la MRN. Parmi ces
méthodes, 1’utilisation des variétés résistantes issues de programmes
d’amélioration génétique et de sélection variétale a été largement conseillée
aux producteurs [17]. Le développement de cultivars résistants est une stratégie
idéale pour lutter contre la maladie, car elle permettrait la réduction des co(ts
de production et I'impact de 1’utilisation des pesticides sur l'environnement.
Toutefois, ce processus exige une compréhension de la variabilité de la
virulence et de I’agressivité de I'agent pathogéne. L’¢évaluation de la variabilité
pathogénique d'isolats provenant de plusieurs régions geographiquement
¢loignées est un aspect important dans 1’¢laboration des stratégies de sélection
variétale, car elle permet de mesurer la spécificité du champignon [18]. Elle
fournit des informations qui peuvent étre utilisées pour cibler les cultivars
présentant une résistance spécifique correspondant aux groupes de pathotypes
prédominants dans des régions spécifiques [19]. En effet, la variabilité
pathogénique d’un agent pathogene est évaluée en fonction de sa composante
qualitative, appelée " virulence " qui est la capacité de cet agent pathogene a
infecter un héte donné et a causer une maladie. La seconde composante est
quantitative, nommeée " agressivité " et est définie par le degré de dommages
infligés a I’hote par 1’attaque du pathogéne [20].

D’une maniere générale, la conception des stratégies de lutte efficaces contre
les populations d'agents phytopathogenes a été souvent entravée par la
disponibilité des informations sur la variabilité pathogénique et génétique du
pathogene [21, 22]. Ces derniéres années plusieurs études ont été réalisees dans
certains pays d’ Amérique centrale et du Sud [18], [23] et en Afrique de 1’Ouest
principalement au Nigéria [10] afin de décrire le pathotype de Mycosphaerella
fijiensis. Les résultats de ces études montrent qu’il existe une variabilité dans
la structure pathogénique des souches de Mycosphaerella fijiensis dans ces
différentes zones. Cependant, aucune étude n’a encore été réalisée au Bénin
sur la caractérisation du pouvoir pathogénique des souches de M. fijiensis. Au
regard de I’importance que revét cette étude dans le choix des méthodes de
lutte appropriées, il urge donc que des travaux de recherche soient orientés vers
I’évaluation de la variabilité pathogénique des souches de Mycosphaerella
fijiensis Morelet, agent pathogéne de la cercosporiose noire du plantain dans
les grandes zones de production au sud-Bénin. Les résultats de cette étude
contribueront a I’amélioration du rendement par la prise de décision pour une
lutte efficace contre la cercosporiose noire dans les exploitations de plantain
au Sud-Bénin.

Euloge Codjo TOGBE et al.



Rev. Ivoir. Sci. Technol., 42 (2023) 199 - 220 203

Il - MATERIEL ET METHODES
I1-1. Milieu d’étude

Les souches de Mycosphaerella fijiensis utilisées dans le cadre de cette étude
ont été collectées dans des plantations de plantain de quatre (04) communes
situées au Sud-Bénin : Allada, Zé, Ouinhi et Adja-ouere. Ces communes font
partie des plus grandes communes productrices de plantain au Bénin. Dans ces
communes, le climat est subequatorial avec une forte humidité et une alternance
de saisons séches (de novembre a mars et de mi-juillet & mi-septembre) et de
saisons des pluies (d’avril a mi-juillet et de mi-septembre a octobre). La
pluviométrie varie de 900mm a 1500mm par an. La température moyenne annuelle
est de 26,5°C et I’humidité relative de 75 % en moyenne par an ; I’insolation
moyenne annuelle est de 2290 heures. On rencontre dans ces zones en majorité
des sols hydromorphes, ferralitiques et ferrugineux tropicaux [24].

11-2. Cadre expérimental

Les essais ont été conduits sous serre a 1’Unit¢é de Recherche en
Phytopathologie du Laboratoire de Biologie Végétale de la Faculté des
Sciences Agronomiques située dans I’Université d’Abomey-Calavi. La
commune d’Abomey-Calavi (Latitude : 6°26'54 N ; Longitude : 2° 21' 20 E)
est située dans le département de 1’ Atlantique au Sud-Bénin ; elle bénéficie
d’un climat de type subéquatorial.

11-3. Matériel

% Matériel végetal

Le matériel végétal est constitué des feuilles nécrosees des plantains, collectées
dans quatre (04) communes (Allada, Z&, Ouinhi et Adja-Ouere) au Sud-Bénin.
Les echantillons de feuilles ont été collectés sur differents cultivars produits
dans ces communes. Deux cultivars de plantain ont été utilisés : FHIA 21, témoin
résistant et Orishélé, témoin sensible. Les vivo-plants ont été produits par la
méthode de Plants Issus de Fragments de tiges (PIF) sur le site expérimental de la
FSA a Sékou. Ces vivo-plants ont été plantés dans des pots en plastique de 5 litres,
remplis de substrat de plantation (sol de 75 % + 25 % matiére organique)
préalablement stérilisés. Une distance de 30 cm a été observée entre les pots.

% Matériel fongique
Dix (10) isolats ont éte utilisés (Tableau 1).

% Preparation des milieux de culture

Milieu Agar-Agar : Un mélange de 20g d’Agar-agar a été réalisé avec 1l
d’eau distillée, puis stérilisé a 1’autoclave a 121°C pendant 15 min et coulé
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dans des boites de Pétri. Les conidies ont été piégées en appuyant les fragments
de feuilles nécrosées contre ce milieu de culture dans des boites de Pétri [25].
Milieu Potato Dextrose Agar (PDA) : 39g de PDA ont été mélangés dans 1l
d’eau distillée et ’ensemble stérilisé¢ a I’autoclave a 121°C pendant 15min.
Apres le retrait de I’autoclavage, de la pénicilline
(Benzathine Benzylpénicilline) 1000 000 Ul (765 mg /1) a été ajoutée au milieu
afin d’¢éliminer les bactéries. Le milieu a ensuite été coulé dans des boites de
Pétri sous une hotte a flux laminaire. Ce milieu a été utilisé pour la germination,
la purification et la conservation des conidies [25].

Milieu V8 : ce milieu est composé de 200 ml de V8 ; 0,3 g de carbonate de
calcium (CaCO3) ; 20 g d’Agar-Agar, 800 ml d’eau distillée. Une quantité de
100 mg de sulfate de streptomycine a été ajoutée au milieu apres autoclavage
pour éliminer les bactéries. Le milieu a ensuite été coulé dans des boites de
Pétri plastiques stériles de 90 mm de diameétre. La multiplication massive et
rapide des conidies a été faite sur ce milieu [25].

Tableau 1 : Souches isolées dans les différentes communes

N Code Département Commune Cultivar Date d’isolement
1 Mf. 502 Atlantique Allada Gnivlan 06/08/2020
2 Mf. 404 Atlantique Ze Aloga a deux régimes 14/09/2020
3 Mf. 410 Atlantique Ze Kpahissi a chair jaune 14/09/2020
4 Mf. 420 Atlantique Ze Aloga a chair jaune 30/09/2020
5 Mf. 430 Atlantique Ze Aloga a chair jaune 30/09/2020
6 Mf. 440 Atlantique Ze Kpahissi a chair jaune 11/09/2020
7 Mf. 003 Plateau Adja-Ouere Aloga a chair jaune 12/11/2020
8 Mf. 010 Plateau Adja-Ouere Aloga a chair jaune 12/11/2020
9 Mf. 204 Zou Ouinhi Aloga a deux régimes 11/08/2020
10 Mf. 210 Zou Ouinhi Aloga & chair jaune 18/11/2020

% Isolement des conidies

Piégeage des conidies : des feuilles présentant les lésions caractéristiques de
la cercosporiose noire ont été prélevées et découpées en fragments d’environ
1 cm?. Des lésions de stades 3 a 4 ont été repérées sur la face inférieure
(Figure 1). Elles ont été ensuite légérement grattées afin de détacher les
conidies. Les fragments ont été appuyés contre le milieu de culture
(Agar-Agar 20 g/l) dans des boites de Pétri pour piéger les conidies.
L’emplacement des fragments a été découpé et monté sur une lame porte-objet.
Les conidies ont été repérées puis prelevées sous microscope optique
(grossissement x 10) a I’aide d’un microscalpel [25].
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Figure 1 : Lésions au stade 3 de la MRN (A) ; Lésions au stade 4 de la MRN (B)

Germination des conidies et purification: a I’issue d’un isolement
monosporal, les conidies ont été mises en germination sur le milieu PDA,
auquel a été ajouté de I’acide citrique (2 g/l). Plusieurs conidies d’un méme
échantillon ont été parfois déposées séparément dans une boite de Pétri. La
germination a eu lieu aprés 4 a 8 jours. Chaque conidie germée représente un
isolat. Des repiquages successifs ont eu lieu jusqu’a 1’obtention d’une colonie
pure monosporale. La purification a consisté a éliminer en cas de
contamination du milieu, la partie souillée et le mycélium pur transféré dans
une nouvelle boite de Pétri. Le mycélium pur a été prélevé et repiqué sur milieu
PDA dans des tubes inclinés. Les tubes ont été exposés pendant 10 jours dans
une salle d’incubation (25 °C) pour favoriser la croissance du mycélium [25].
Les tubes ont été transferés au réfrigérateur a 4°C pour conservation [25].

% Production de l’inoculum

Les tubes contenant le mycélium ont été retirés du réfrigérateur, puis déposées
dans une salle d’incubation (25°C) pendant 7 jours afin de relancer la
croissance du mycélium. Des fragments mycéliens ont été prélevés et broyés
dans un mortier en présence de sable de lagune préalablement stérilisé a
autoclavage. Une quantité de 10 ml d’eau distillée stérile a été ajoutée au broyat
dans le mortier. Le mélange a été agité et soigneusement renverse sur le milieu
V8 dans les boites de Pétri. Les boites de Pétri ont été scellées et conservées a une
température de 25°C. Aprés 14 jours, le mycélium a été préleve et broyé dans de
I’eau distillée stérile. Le broyat a été filtré sur un tamis de 80 um de diamétre de
maille pour éliminer les gros fragments. L’inoculum a été homogénéisé a 1’aide
du Vortex. La concentration de I’inoculum a été quantifiée avec une cellule de
Malassez et ajuster a une concentration finale de 2.10° conidies/ml. Quelques
gouttes d’une solution de gélatine 0,5 % ont été ajoutées a la suspension finale
pour permettre une bonne adhésion des conidies aux feuilles [26].
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Figure 2 : Préparation de I'inoculum (A) ; Tube contenant de I'inoculum (B)

11-4. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est un Bloc Complétement Aléatoire (BCA) a trois
(03) répétitions. L’unité expérimentale est constituée de deux (02) plants par
cultivar. Le nombre total d’individus (n) est donc : 132 plants soit 66 plants
Orishélé et 66 plants et FHIA 21. Deux facteurs ont été comparés a savoir la
provenance des isolats ou souches du champignon Mycosphaerella fijiensis
Morelet et le cultivar de plantain inoculé. Ce sont des facteurs qualitatifs fixes.
Le facteur provenance des souches a quatre (04) modalités : Adja-Ouere,
Allada, Ouinhi et Zeé et le facteur cultivar a deux (02) modalités : Orishélé et
FHIA 21. Les 10 souches ont été inoculées a chaque cultivar de plantain. Pour
chaque cultivar, des plants témoins (non inoculés) ont été mis en place a raison
de deux (02) plants par cultivar. L’inoculation a été faite sous serre
(Figure 3A) sur des vivo-plants des cultivars de plantain Orishélé et FHIA 21
au stade 5 a 6 feuilles. L’inoculation a ¢été réalisée a 1’aide de
micro-pulvérisateurs. Sur chaque plant, les deux (02) dernieres feuilles
émergeées ont été inoculées a la face inférieure. Les feuilles ont &té maintenues
a 50 cm perpendiculairement au jet d’inoculum de sorte que la distribution soit
homogene. La quantité de I’inoculum est de 2 ml par feuille. Pour éviter la
dispersion des conidies sur les autres feuilles, ces derniéres ont été recouvertes
avec du plastique pendant I’inoculation. Les plants inoculés ont ét¢ maintenues
dans la serre sous des couvertures avec une humidité relative de 100 % pendant
une semaine a I’aide d’humidificateur (Figure 3B). Une photopériode de 12 h
et une température 28°C et 25°C ont été maintenues respectivement dans la
journée et la nuit sous la couverture [27]. Aprés une semaine, I’humidité a été
réduite a 80 %. Les plants ont été réguliérement arrosés au besoin pendant toute
la période de I’essai.
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Figure 3 : Inoculation des plants (A) ; Disposition des plants avec
humidificateur (B)

I1-5. Collecte des données

Les observations ont été effectuées sur les deux (02) feuilles inoculées entre le
dixieme et vingt-quatrieme jour apres l'inoculation du pathogéne a une fréquence
de (02) jours. Les paramétres ci-dessous ont été évalués sur chaque plant :
e Temps d’incubation (TI) pour la virulence : c’est le temps nécessaire
pour I’apparition des premiers tirets (Isolats trés virulents : TI< 15 ;
Isolats virulents : 16 <TI <19 j; Isolats moins virulents : TI> 20 j) [25].
e Temps de développement de la maladie (TDM), pour ’agressivité : c’est
le temps qu’il faut aux isolats pour atteindre les lésions de stade 5.
e Indice de Sévérité (IS) de la maladie a été calculé selon la formule
modifiée de Gauhl (Stover et Dickson, 1970)

Yn.b

Indice de Séverité (IS) = DT

x 100 1)

ou, n est le nombre de feuilles pour chaque degré de [’échelle, b est le degré
de l’échelle, N est le nombre de degré de [’échelle et T est le nombre total de
feuilles évaluées.

Le Tableau suivant présente 1’échelle d’évaluation du développement des
symptomes de la MRN sous serre. Cette échelle permet le calcul de I’indice
d’infection. Les stades représentent les degrés (b). Le nombre total de degrés
est6(0;1;2;3;4;5).
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Tableau 2 : Echelle d’évaluation du développement des symptomes de la Maladie des Raies
Noires sous serre

Stade Description

0 Symptomes foliaires pour la plupart absents

Taches rougeatres sur la face inférieure des feuilles. Pas de

1 symptdmes sur la face supérieure.

5 Taches circulaires rougeatres réguliéres ou irréguliéres sur la face
inférieure des feuilles. Pas de symptomes sur la face supérieure.

3 Taches circulaires marron clair réguliéres ou diffuses sur la face

supérieure des feuilles.

Taches circulaires noires ou brunes, éventuellement avec un halo
4 jaune ou une chlorose du tissu adjacent sur la surface supérieure des
feuilles. Zones de tissu vert parfois présentes.

Taches noires avec centre sec ou couleur grise. Feuilles
completement nécrotiques, parfois pendantes.

Source : [28]

11-6. Analyses statistiques

Pour étudier la diversité pathogénique des souches de M. fijiensis issues de
plusieurs communes, des tests statistiques dont I’Analyse de la variance
(ANOVA) et le test de Student Newman Keuls (SNK) ont été utilisés.
L’analyse de la variance (ANOVA) a ¢été faite pour tester statistiquement
I'égalité des moyennes des Temps d’Incubation (TI) en utilisant les tests F. Le
test de Student Newman Keuls a permis de définir les groupes et les erreurs
standards en fonction des différentes moyennes des Tl des souches. Le critére
d’appréciation le plus utilisé est celui de la probabilit¢ avec un seuil de
significativité o = 5 %. En cas d’effet significatif des paramétres étudiés, les
différentes moyennes obtenues suivant les traitements ont été comparées selon
le test de Student Newmans Keuls (SNK) au seuil de 5 %. Le graphe des
courbes de progression de la maladie a permis d’évaluer la tendance évolutive
des souches suivant les stades (0 a 5). Le traitement des données a été fait a
’aide de R version 4.0.4.

111 - RESULTATS
111-1. Evaluation de la virulence

L’analyse de la variance de la virulence des différentes souches (Tableau 3)
indique qu’il existe une différence trés hautement significative entre la
virulence des souches (P < 0,001). On note également que le type de cultivars
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ainsi que la provenance des souches affectent trés significativement la
virulence des souches (P <0,001). De méme, I’interaction traitement et cultivar
est tres hautement significative. Mais cette virulence des souches ne varie pas
statistiquement d’une répétition a une autre (P > 0,05).

Tableau 3 : Analyse de la variance de la virulence des différentes souches en
fonction des temps d’incubation

Source de variation Ddl Valeur de F Pr (>F)
Traitement (souche) 9 8188,3 2,2E-16 ***
Cultivar 1 23705 2E-16 ***
Répétition 2 0,21 0,80ns
Traitement x Répétition 18 33,91 4,27E-98***
Traitementx Cultivar 9 37705 4,5E-16 ***

*** - (Tres hautement significatif, p < 0,001) ; ns :(non significatif, p > 0,05)

Pour comparer la virulence des souches, le test de Student Newman-Keuls a
été applique et a permis de réaliser le tableau des moyennes (Tableau 4). La
moyenne des Tl varie entre 12,10 jours et 22,38 jours pour le cultivar sensible
Orishélé, tandis qu’elle est comprise entre 30,25 jours et 33,38 jours pour le
cultivar résistant FHIA 21. Pour classer les différentes souches selon leur
virulence, le cultivar de référence Orishélé (témoin sensible) a été utiliseé.
Conventionnellement, les souches du méme groupe (ayant les mémes lettres)
n’ont pas un temps d’incubation significativement différent. Ainsi, cinq (05)
sous-groupes ont été déterminés en tenant compte de la virulence des souches.
Il est apparu que les moyennes des souches Mf. 210 (22,38 + 0,44) et Mf. 204
(22,23 + 2,68) n’ont pas été significativement différents. Ce qui implique que
ces souches ont une virulence similaire. Ces deux souches proviennent de la
commune de Ouinhi. On note par contre une différence significative entre les
moyennes des TI des souches Mf.440 (17,33 £ 0,74) et Mf. 003 (16,33 £ 0,94).
La souche Mf. 003 (Adja-Ouére) indique une virulence plus élevée que celle
de la souche Mf. 440 (Ze). Ainsi, sur la base du temps d’incubation, trois
niveaux de virulence ont été observés (Tableau 5) : les souches trés virulentes
(TI < 15jours) incluant les souches Mf. 502 (Allada), Mf. 410 et Mf. 404 (Z¢) ;
les souches virulentes (16 < TI <19 jours) comprenant les souches Mf. 010,
Mf. 003 de la commune d’Adja-Oueré et les souches Mf. 440, Mf. Mf 430,
Mf.420 de la commune de Ze; et enfin, les souches les moins virulentes
(T1> 20) regroupant les souches Mf. 210 et Mf. 204 de Ouinhi.
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Tableau 4 : Moyennes des Temps d’incubation (TI) par souches au seuil de

5 % du test de Student Newman-Keuls

Moyenne. + Erreur Standard

Souches Orishélé FHIA 21

M. 502 12.10 = 1.54° 30.25 £ 0,947
M, 404 1233 +0.74¢ 31,12 + 0,44e
M. 410 1233 + 0.94¢ 30.97 + 0,31e
M. 420 16,28 + 0,94d 31,58 + 0.31d
M. 430 16,66 + 0.74c 32,10 + 0.81c
M, 440 17,33 + 0,74b 3251 + 1.68b
Mf. 003 16,33 + 0,94d 32,05 +0,92¢
Mf. 010 16,66 = 0,89¢ 32,05+ 1.19¢
Mf. 204 2223+ 2.68a 3266 + 0.92b
Mf. 210 2238 + 0,442 33.38 + 1.85a

Tableau 5 : Classification des souches en fonction leur virulence

Temps d’incubation

Souches Commune - Echelle Conclusion
(jours)

m; gég 83:22: gggg TI>20 Moins virulentes

Mf. 440 Z8 17,33

Mf. 010 Adja-Ouéré 16,66

Mf. 430 Ze 16.65 16 <TI<19 Virulentes

Mf. 003 Adja-Ouéré 16,33

Mf. 420 Z8 16,28

Mf. 404 Z8 12,33

Mf. 410 Z8 12,33 TI<15 Trés virulentes

Mf. 502 Allada 12,10

I11-2. Estimation de I’agressivité des souches

L’agressivité des souches a été mise en évidence par le temps de développement
de la maladie (TDM) qui est le temps entre 1’inoculation et 1’apparition des 1ésions
de stade 5 (Taches noires avec centre sec ou couleur grise). Ce temps est
perceptible uniquement chez le cultivar Orishélé et est traduit par les courbes
de progression de la maladie des différentes souches en fonction du temps
(Figure 4). Toutes les souches de M. fijiensis ont dépassé le stade 1 de la
maladie sur le cultivar sensible Orishélé. Parmi celles-ci, trois (03) ont atteint
le stade 5. Il s’agit des souches Mf.502, Mf.404, Mf.410 qui proviennent
respectivement des communes d’Allada et Z¢ (Mf.404, Mf. 410). Les TDM de
ces trois (03) souches varient entre 32 et 34 jours. La souche Mf. 502 provenant
de la commune d’Allada est la souche la plus agressive avec le TDM le plus
court (32 jours). Elle a provoque sur la face inferieure des feuilles des taches
noires avec centre sec ou couleur grise (stade 5). Les souches Mf. 010, Mf. 003
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(Adja-Ouere) et Mf. 440, Mf. 430 (Ze) présentaient un développement plus
lent et se sont situées entre le stade 2 et 4 de la maladie a la fin de
I’expérimentation. Les souches les moins agressives sont Mf. 204 et Mf. 210
issues de la commune de Ouinhi qui n’ont pas dépassé le stade 2 avant la fin
de I’expérimentation.

i
/ . Souche
s

41 S —=— Mf. 003

7 - o= Mf 010
—— Mf 204
—= Mf 210

= X= Mf 404

Stade v

=%  Mf 410

== Mf 420

Symptoms
N

=-8— Mf 430

- %= Mf 440

== Mf. 502

877

——————————
K2 S > S S . G oY A

Jour aprés inoculation

Figure 4 : Progression de la maladie a partir de différentes souches en
fonction du temps

111-3. Evaluation de la Sévérité de la maladie

La sévérité de la maladie a été évaluée a travers le calcul de I’Indice de sévérité
(IS) le 34 JAL, ¢’est-a-dire le dernier jour de la collecte des données. L’analyse
de la variance montre qu’il existe une différence trés hautement significative
entre les indices de sévérité des différentes souches calculés (p < 0,001). On
remarque que le type de cultivar et la provenance des souches affectent
également tres significativement les indices de sévérité des différentes souches
(p <0,001 ; tandis qu’aucune différence significative n’a été observée entre les
répeétitions (Tableau 6). De plus, le test de Student Newman-Keuls a permis de
classer les souches en fonction de leur sévérité sur les plants inoculés (Tableau 7).
On note que les indices de sévérité du cultivar FHIA 21 sont tous égaux
(15,00 = 5,22a) car toutes les souches sont restées au stade 1 de la maladie au
34 JAL. Par contre, une différence significative a été observée avec les indices
de sevérité des souches sur le cultivar Orishelé. La sévérité la plus élevée
(75,00 * 26,11a) a éte observée avec les souches Mf.502 (Allada), Mf. 404 et

Euloge Codjo TOGBE et al.



212 Rev. Ivoir. Sci. Technol., 42 (2023) 199 - 220

Mf. 410 (Zé); tandis que la sévérité la plus faible (25,00 + 11,67c) a été
enregistrée avec la souche Mf. 210 (Ouinhi). Les souches Mf. 010
(Adja-Ouere) et Mf. 420 (Ze) ont fait observer respectivement des indices de
sévérite statistiquement similaires : 52,50 + 19,06b et 50,00 + 15,66b. Le
méme constat a été fait avec les souches Mf. 440(Z¢), Mf. 003(Adja-Ouére),
Mf.010 (Adja-Ouére) et Mf. 204(Ouinhi) qui ont aussi présenté des indices de
sévériteé similaires.

Tableau 6 : Analyse de la variance de la sévérité de la cercosporiose noire
en fonction des différentes souches

Source de variation Ddl Valeur de F Pr (>F)
Traitement (souches) 9 27,3 2E-16 ***
Cultivar 1 237,6 2E-16 ***
Répétition 2 0,051 0,95ns
Traitement x Répétition 18 0,066 0,04ns
Traitement x cultivar 9 523,3 3E-17***

ns (non significatif, p > 0,05) ; *** (trés hautement significatif, p < 0,001)

Tableau 7 : Moyenne des Indices de Sévérité (IS) au seuil de 5 % du test de
Student Newman-Keuls

Souches Moyenne £ Erreur Standard

Orishélé FHIA 21
Mf. 502 75,00 £ 26,11a 15,00 £ 5,22a
Mf. 404 70,00 + 25,58a 15,00 £ 5,22a
Mf. 410 72,50 + 11,67a 15,00 + 5,22a
Mf. 420 50,00 + 19,06b 15,00 + 5,22a
Mf. 430 45,00 * 15,66bc 15,00 + 5,22a
Mf. 440 45,00 = 20,67bc 15,00 + 5,22a
Mf. 003 45,00 * 15,66bc 15,00 + 5,22a
Mf. 010 52,50 + 25,98b 15,00 £ 5,22a
Mf. 204 30,00 + 20,05bc 15,00 £ 5,22a
Mf. 210 25,00 £ 10,44C 15,00 + 5,22a

I11-4. Cartographie de la zone d’étude en fonction du pouvoir pathogéne
des souches des différentes communes

La Figure 5 présente la cartographie de la zone d’étude en fonction du pouvoir
pathogénique des différentes souches. Les zones en rouge sont celles qui ont
des souches de forte virulence, les zones en rose ont des souches a virulence
intermédiaire et les zones en vert les souches a faible virulence. Le Tableau 8
présente la répartition des souches par commune.
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Figure 5 : Cartographie de la zone d’étude en fonction du pouvoir
pathogénique des souches de M. fijiensis
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Tableau 8 : Souches isolées dans les différentes communes

N  Code Département ~ Commune g:::‘t?:: g%ggrrggﬂir;éj;
1 Mf. 502 Atlantique Allada Sékou-centre Egg;f}?gg

2 Mf404  Atlantique zé Sedcjin‘:fgou Eggg’;g?fié :
3 Mf410  Atlantique ze Yokpo-centre 1;6001473385‘;201766
4 Mf. 420 Atlantique Ze Anagbo ];69173872773%6657
5 Mf. 430 Atlantique Ze Agbata ]}:\;6001978491273662
6 Mf. 440 Atlantique Ze Daweé centre 1\11362%4222‘;7164644
7 Mf. 003 Plateau Adja-ouéré Tat%dr}ggl-lgon- I;ggi?fg;géég
8 Mf. 010 Plateau Adja-ouere Idi-epké 1\11372%23;164(())95%6
9 Mf. 204 Zou Ouinhi Basso-centre N%O25092§1 7172163392
10 MF. 210 Zou Ouinhi Zgﬂﬁ;gge 1;58;;; i;ﬁgggﬁ:

IV - DISCUSSION

IV-1. Evaluation de la virulence et de I’agressivité des souches

La présente étude a été réalisée pour contribuer a une gestion efficace et
durable de la cercosporiose noire du plantain au Bénin. Elle a consisté a évaluer
la variabilité pathogénique des souches de Mycosphaerella fijiensis, agent
causal de la cercosporiose noire. Les resultats ont indiqué que toutes les
souches de M. fijiensis testées ont favorisé 1I’expression de la maladie. Il a été
remarqué que la lumiere noire favorise la croissance des colonies de
M. fijiensis induisant une sporulation plus élevée [29]. Ces conditions créées
lors de I’essai seraient donc a I’origine de I’expression rapide des symptomes
de la maladie. En effet, aprés I’inoculation, les plants ont été maintenus sous
couverture pendant sept jours favorisant ainsi un environnement propice pour
la multiplication des conidies. L’expression de la maladie sur les plants a
apporté la preuve du pouvoir pathogénique des souches de M. fijiensis sur le
plantain. Ce pouvoir pathogénique des souches est conféré au pathogéne par
plusieurs composés phytotoxiques secrétés par I’agent pathogene, notamment
par la synthése des composés tels que la fijiensine, la 2,4,8-trihydroxytétralone
(2,4,8-THT), la juglone, la 4-hydroxyscytalone, l'acide 3-carboxy-3-
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hydroxycinnamique et l'isoochracinique acide [30]. De plus, le géne Mf Avr.
4, le caryotype et la taille du génome des isolats sont également des facteurs
intrinséques a 1’agent pathogéne favorisant 1’expression de la pathogénicité
[31, 32]. Ce qui serait le cas pour les différentes souches de M. fijiensis utilisées
au cours de cette expérimentation. Cependant, il a ét¢ démontré qu’une forte
variabilité génétique existe entre les lésions sur une méme plante, entre cultivar et
entre regions [33, 34]. Cette variabilité pathogénique est due a des forces
évolutives telles que la migration, les flux de géne, la recombinaison, la mutation,
la parasexualité (dérive genétique) et la sélection [35, 36]. De plus, des facteurs
environnementaux, responsables de la dégradation récurrente de la résistance des
plantes pourraient également expliquer cette variabilité entre les pathogénes [37].
Par exemple, la libération des ascospores de M. fijiensis, dépend fortement de
I’eau résiduelle a la surface des feuilles pendant la saison de pluies [29]. Dans la
présente étude, une différence significative a été observée entre le temps d’incubation
des souches de M. fijiensis provenant de Zé (Mf 210 ; Mf 204) et celles de Ouinhi
(Mf 410 ; Mf 204) ; ceci suggére une variation du degré de virulence entre les souches.
Traoré (2008) a également démontré que le temps d’incubation varie de maniére
significative en fonction des souches de différentes régions.

IV-2. Evaluation de la Sévérité de la maladie

Un autre facteur pouvant expliquer la variabilité entre les pathogénes est
I’agressivité [20]. La souche Mf. 502 provenant de la commune d’Allada est
la souche la plus agressive avec un temps de développement de la maladie
(TDM) de 32 jours. Ce résultat est comparable a celui issus des travaux de [26]
dans lesquels la souche la plus agressive a présenté un TDM de 35 jours. Les
souches Mf. 502 (Allada), Mf. 404, et Mf. 410 (Ze) sont celles ayant causé plus
de dommages (Iésions nécrotiques) sur les feuilles avec un indice de sévérité
de 75 % ; tandis que la souche Mf. 210 (Adja-Ouere) avait un indice de sevérité
de 25 %. Ces résultats confirment qu’il existe une variabilité pathogénique
entre les souches de M. fijiensis au Sud-Bénin. Cette variabilité serait due aux
differences de systemes de culture ainsi qu’aux pratiques agricoles
([10, 18]) ; de méme qu’aux caractéristiques environnementales ([10, 26]).
[18] ont suggéré que l'adaptation aux systemes de culture (monoculture et
culture associée) ajoutée a la présence d’une reproduction sexuée chez le
champignon, peuvent affecter I'étendue de la variabilité de I'agent pathogéne.
En effet, la reproduction sexuée conduit soit a une recombinaison génétique,
soit a des croisements des segments d’ADN lors de la division méiotique
résultant ainsi a de nouvelles combinaisons alléliques [38]. Par conséquent, la
recombinaison génétique augmente la variabilité pathogénique des souches de
M. fijiensis au sein de la population [39]. Il serait donc impérieux d’effectuer
des séquencages d’ADN des souches utilisées afin de mieux cerner 1’effet de
cette reproduction sexuée sur la variabilité pathogénique. La production du
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plantain est réalisée a travers trois systémes de culture : les jardins de case, les
cultures pures ou associées dans les champs. D’apres [26], ces systémes de
culture ont un effet sur I’incidence de la cercosporiose noire et la variabilité
pathogénique des souches de M. fijiensis. Dans la présente étude, le temps de
développement de la maladie, I’incidence, la sévérité et la présence de
I’inoculum aérien disséminé dans les trois systémes de culture ont été évalués.
Il en ressort que les jardins de case ont une faible incidence de la maladie
comparativement a la culture pure de plantain en champs. Ce qui serait lié a la
fertilité du sol provenant des ordures ménageres, déjections des bétails, cendres
de toutes natures, accumulés autour de touffes. La décomposition de
I’ensemble enrichit les sols en éléments nutritifs. Les sols de jardin de case
sont donc non seulement riches en calcium, magnésium et potassium, mais
disposent également de quantités élevées de matiere organique et de
phosphore, et ont une bonne structure. Il est donc nécessaire d’investiguer
I’effet du systeme de culture des zones de provenance sur la variabilité
pathogénique des souches a travers une étude sur 1’épidémiologie de la maladie.
La cartographie du pouvoir pathogénique des souches dans les différentes
communes a permis d’identifier les zones a haut risque et celles a faible risque.
Cette carte permet de proposer aux producteurs des méthodes de lutte appropriées
et adaptées a chaque zone. Néanmoins, une telle étude devrait &tre accompagnée
de celle sur la diversit¢ génétique des souches afin d’identifier les genes
responsables de cette diversité pathogénique comme ce fut le cas pour les études
de [18] ; [10] ; [23] respectivement réalisée au Breésil, Nigéria et Mexique.

V - CONCLUSION

Le présent travail a évalué la variabilité pathogénique des souches de M.
fijiensis au Sud Bénin. Il ressort de cette étude que les souches provenant des
communes d’Adja-Ouére, Allada, Ouinhi et Z&, sont toutes pathogéniques
avec une variabilité de la virulence et de 1’agressivité. La souche Mf. 502 est
la plus virulente et agressive et celle Mf. 204, la moins virulente. La commune
de Z¢ a été identifiée comme un milieu a haut risque d’infection avec un niveau
de sévérité tres élevé. Par contre, un niveau de sévérité faible a été exprimé par
les souches provenant de la commune de Ouinhi. Des études moléculaires
devraient étre réalisées afin de mieux expliquer la variabilité pathogénique des
souches. Il serait aussi judicieux de prendre en compte cette variabilité entre
les souches du pathogéne dans les programmes de sélection variétale et de
criblage des variétés résistantes a la cercosporiose noire. D’autres essais
doivent donc étre conduites dans différentes zones agroécologiques. De plus,
la réalisation du test de pathogeénicité sur un ensemble de cultivars de plantains
résistants, partiellement résistants et sensibles pourrait également permettre
d’affiner les caractéristiques de pathogeénicité des souches.
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