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RESUME

Les nématodes endoparasites (Meloidogyne spp.) représentent une limitation
importante pour le développement de la caf€iculture du fait de la sensibilité des variétés les
plus cultivées au monde, celles appartenant a I’espéce Coffea arabica. Une résistance a M.
exigua a é1é identifiée chez C. canephora et dans des lignées dérivées de |I’Hybride de Timor
(C. arabica x C. canephora). Elle est contrdlée par un géne majeur (Mex-1) et agirait selon le
modeie géne-pour-géne. Des efforts sont déployés pour développer des variétés résistantes, a
utiliser directement comme cultivar ou comme porte greffe. Afin d’exploiter de maniére
durable les résistances génétiques, il est nécessaire d’avoir une bonne connaissance des

mécanismes physiologiques et génétiques de leur expression.

Nous avons étudié le comportement de M. exigua chez des plantes résistantes (cv.
IAPAR et C. canephora) et sensibles (cv. Caturra) par la réalisation d’observations
cytologiques et 1'évaluation du nombre de nématodes présents sur le systéme racinaire.

Les données permettent de proposer une nouvelle méthode d’évaluation de Ia
résistance, basée sur I'estimation du nombre et de la taille des galles et sur la quantité de
nématodes extraits par sept jours de nébulisation.

La cinétique de pénétration et de développement des nématodes semble étre la méme
entre les plantes résistantes et sensibles alors que les niveaux d’infestation sont différents. Des
zones foncées pouvant s’apparenter aux zones nécrosées caractéristiques de la Réponse
Hypersensible ont été observées sur le cultivar résistant. Le développement du caféier ne
semble pas avoir d’influence sur le comportement des nématodes.

Mots clés : Coffea arabica, Meloidogyne exigua, résistance génétique, modeéle géne-pour-
gene, Réponse Hypersensible, évaluation de la résistance.
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Introduction

INTRODUCTION

Mon stage de fin d’étude est réalisé au sein de I’équipe « Physiologie et Génétique de
la résistance des plantes tropicales aux parasites » appartenant 3 'UMR IRD-CIRAD-INRA-
ENSAM « Diversité et Génome des plantes cultivées ». 1l s’intégre dans un projet plus vaste
d’étude de la résistance des caféiers aux nématodes du genre Meloidogyne. Mon travail est
effectué au CATIE (Centre Agronomique Tropical de Recherche et d’Enseignement, Costa
Rica) dans le cadre de la coopération entre I'IRD et ie CATIE en biotechnologie du caféier
{Coffea arabica 1.). Le CATIE est une association civile 2 but non lucratif et 3 vocation
régionale, qui développe des activités de recherche et d’enseignement supérieur (Annexe 1).
Le but de ce stage est de mettre en évidence des différences de comportement de M. exigua
chez des caféiers résistants et sensibles.

!

Le café est une des boissons les plus populaires au monde et un produit agricole
d’exportation a haute valeur ajoutée. Il représente le deuxiéme produit d’exportation aprés le
pétrole. Deux espéces de caféiers sont cultivées au niveau mondial : C. arabica (70 % de la
production mondiale) et C. canephora (30 %). La meilleure qualité est produite & partir du
caféier C. arabica L. La culture de I’Arabica est une source importante de revenus et
d’emplois dans les pays en développement d’ Amérique latine, d’ Afrique et d’Asie. Le Costa
Rica est le 6° pays producteur de café au niveau mondial (3,263 millions de quintaux en
2001). La surface occupée est de 106.000 ha et le pays compte environ 73.700 producteurs
(CEPAL, 2002).

La plupart des espéces de caféiers ont été décrites dans le genre Coffea (environ 80
especes). C. arabica se distingue des autres espéces par son centre d’origine (les hauts
plateaux d’Afrnique de I’Est), son niveau de ploidie (2n = 4x = 44 chromosomes au lieu de 2n
= 2x = 22) et sa reproduction par autogamie au lieu de ’allogamie pour la plupart des autres
especes (Carvalho, 1988). L’origine amphidiploide de C. arabica provient trés
vraisemblablement de 1’hybridation de deux génomes d’espéces diploides trés proches de C.
eugenioides et C. canephora (Lashermes et al., 1999). Le comportement méiotique diploide
de C. arabica (Grassias, 1980) a été récemment confirmé par I'étude de la ségrégation de
marqueurs moléculaires (Lashermes et al., 2000).

La dispersion des caféiers . arabica dans le monde a partir de leur centre d’origine a
€té¢ marquée par plusieurs réductions de leur diversité génétique (Anthony ef al., 2002). Les
trois cultivars actuellement les plus plantés (Caturta, Mundo novo et Catuai) furent

sélectionnés a partir d’une étroite base génétique, formée vraisemblablement par les
descendances de moins de 10 plantes sauvages d’Ethiopie.
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La sélection de variétés & partir de cette base génétique a abouti 2 la diffusion de
cultivars hautement productifs mais sensibles aux parasites (rouille, anthracnose des fruits,
nématodes, scolyte des baies, ...etc) (Bertrand ef al., 1999).

Les nématodes endoparasites (Meloidogyne spp.) représentent une limitation
impoitante pour le développement de la caféiculture en raison de leur large distribution et de
leur abondance dans les sols (Campos et al., 1990). L’espéce la plus commune est M. exigua,
laguelle peut provoquer entre 10 et 20 % de pertes économiques au Costa Rica (Aguilar et al.,
1997). Aucune tésistance 3 M. exigua n’a été identifiée chez les caféiers sauvages ou cultivés
de C. arabica (Anthony et al., 2002). Cependant, elle existe chez C. canephora et dans des
lignées dérivées d’un hybride interspécifique naturel appelé Hybride de Timor (C. arabica x
C. canephora) (Curi et al., 1970 ; Morera et Lépez, 1987 ; Bertrand et al., 2001). L’analyse
de I'héritabilité de cette résistance a montré qu’elle est contrdlée par un géne majeur, appelé
Mex-1 (Noir et al., 2002). Au niveau cellulaire, Cristina et al, (2000) observent une réaction
de type hypersensible (HR) chez les caféiers résistants, inoculés par M. exigua, laquelle
indique la présence de genes de résistance selon le modle géne pour géne (Flor, 1955).

L’utilisation de cultivars résistants dans la lutte contre les nématodes constitue un
moyen de lutte efficace, peu cofiteux pour le producteur, non polluant et qui ne requiert
généralement pas de modification de I'itinéraire technique (Luc et Reversat, 1985). Du fait
que les nématodes constituent un probléme trés grave en Amérique Centrale et que le
potentiel d’utilisation de ces résistances semble a priori important chez le caféier, des efforts
sont déployés pour développer des variétés résistantes, a utiliser directement comme cultivar
ou comme porte greffe. Afin d’exploiter de maniére durable les résistances génétiques, il est
nécessaire d’avoir une bonne connaissance des mécanismes physiologiques et génétiques de
leur expression. C’est ’objectif des travaux réalisés conjointement 3 'IRD et au CATIE
(Figure 1).

Ma contribution au développement de la lutte génétique contre M. exigua a consisté 2
étudier le comportement du nématode chez des plantes résistantes et sensibles. Les données
permettent de proposer une nouvelle méthode d’évaluation de la résistance, plus fiable que la
méthode actuellement utilisée et basée sur I’estimation du nombre de galles, trois mois aprés
inoculation. Celle-ci ne prend pas en compte le fait que les galles n’ont pas toutes la méme
taille, de grosses galles ayant été observées chez les caféiers sensibles. De plus, des plantes
avec et sans Mex-1 peuvent présenter le méme nombre de galles. Il est donc apparu nécessaire
de développer un protocole d’évaluation qui permette d’étudier I’expression du gene de
résistance au cours des premitres étapes de Iinfestation et au bout d'un cycle de
multiplication du nématode.
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Identification des mécanismes
de résistance :

v

caractérisation des interactions

café/parasite,

développement d’essais in vitro,

biologie cellulaire des mécanismes

de défense du café.

Etude moléculaire :

organisation du génome,
mécanismes d’introgression,
sélection assistée par marqueurs,
variétés de café combinant des
multi-résistances et une bonne
qualité gustative.

Résistance génomique :

étude de ['expression des genes
{banques EST et BAC),

analyse fonctionnelle (transformation
d’une plante avec le géne de
résistance  puis observation de
Pexpression de la résistance)

Figure 1: Représentation schématique des recherches entreprises a PIRD sur Ia
résistance du caféier aux nématodes. Ma contribution est marquée en rouge. Les couleurs
de fond indiquent le degré d’avancement des activités :[7 en cours, [] début.
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Ce rapport est structuré en quatre parties. Une premiére partie synthétise les
connaissances actuelles sur la diversité génétique des caféiers, la biologie du parasite, les
mécanismes de 1ésistance chez les plantes cultivées et les méthodes possibles de lutte contre
les nématodes. Une deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisés au cours du
stage. Les résultats sont décrits dans Ia troisieme partie, puis discutés dans la quatriéme partie.



PARTIE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



Revue bibliographique

I. LA DIVERSITE DES RESSOURCES GENETIQUES DU CAFEIER

Les ressources génétiques d’une plante cultivée correspondent & I’ensemble des
plantes avec lesquelles elle peut échanger des génes. Pour C. arabica, les ressources
génétiques incluent une centaine d’especes décrites dans le genre Coffea et les espéces
moins connues du genre Psilanthus. Toutes ces espéces possédent un génome de base
commun qui permet I’obtention d’hybrides par croisements controlés.

A ce jour, les programmes d’amélioration génétique du café ont utilisé seulement
une partie infinitésimale de la grande réserve de génes qui sont disponibles dans les
collections. En Amérique latine, les programmes d’amélioration ont exploité une base
génétique limitée, introduite au XVII siecle, puis plus récemment, vers 1950, la
résistance & la rouille orangée, identifiée chez un hybride interspécifique naturel (C.
arabica x C. canephora), appelé Hybride de Timor, Cette sous-utilisation des ressources
génétiques s’explique par le fait que les collectes de caféiers sauvages ont été entreprises
récemment, durant la deuxiéme moitié du XX° siécle. Il en résulte un manque
d’information sur les caractéristiques intéressantes pour I’amélioration et I"organisation de

la diversité génétique.
L1 Les caféiers a la conquéte du monde

La culture du café arabica a débuté en Ethiopie, son lieu d’origine, ol il se
rencontre a I’état sauvage. La date est incertaine et pourrait étre au commencement du
VIII® siecle. La culture s’est maintenue comme un monopole des Arabes, a proximité de la
mer rouge jusqu’au XV°siécle, avec une forte expansion en Arabie du sud (actuellement le
Yémen) au XIV® siécle, et au Moyen Orient durant le sidcle suivant. Les intéréts
commerciaux liés a I'essor de la boisson ont entrainé des vols de plantes et de graines
(Anthony et al., 1999).

» Le caféier Arabica vers I’Asie et ’Europe

Le premier vol de café connu fut 1’ceuvre d’un migrateur hindou, qui, au
commencement du XVII® siécle, a introduit quelques graines au sud de 1'Inde. La culture
s'est maintenue sporadiguement jusqu’a l'arrivée des Anglais & la fin du XVIIE siecle
(Perrard, 1993).

L’introduction du café en Europe fait I’objet de plusieurs versions qui different sur
les conditions de sortie des plantes d’ Arabie vers la Hollande, & la fin du XVII® siécle, et
sur les étapes du voyage jusqu’en Hollande. Cependant, toutes mentionnent que le premier
transfert s’est effectué de Java au jardin botanique d’ Amsterdam (1706) et fut d’une seule
plante.
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Cet individu a joué un réle exceptionnel dans I histoire de la création variétale car il
est a 'origine de la majorité des variétés cultivées dans le monde (Chevalier et Dragon,
1928 ; Carvalho, 1946). Au début du XVII® sigcle, la culture de café s’est propagée
rapidement en Indonésie puis aux Philippines.

En 1714, aprés la signature du traité de paix de Utrecht entre la Hollande et la
France, un bourgeois d’ Amsterdam offrit un plant de café au roi Louis XIV. Il grandit dans
une serre du jardin des plantes de Paris et produisit rapidement des graines (Chevalier et
Dragon, 1928). En 1715, la France regu quelques plantes de la part du sultan du Yémen qui
furent envoyées i I'fle Bourbon (ile de Ia Réunion) (Perrard, 1993).

¢ Le caféier Arabica dans le continent américain

Les premitres introductions dans le continent américain datent du début du XVIIE
siecle. Des plantes furent envoyées depuis Amsterdam 4 la Guyane hollandaise (Surinam),
et de Paris 4 la Martinique. La culture s’étendit rapidement 2 ia Guyane frangaise puis au
Brésil en 1727. Apparemment, les graines produites en grande quantité en Guyane
francaise furent & 'origine du développement de la culture en Martinique (Chevalier et
Dragon, 1928).

~

Les Anglais introduisirent des caféiers en Jamaique en 1730. A la fin du XVII®
siecle, la culture s’étendit aux Caraibes (Cuba, Puerto Rico, Saint Domingue, ...), Mexique

et Colombie.

Des caféiers de I’lle Bourbon furent introduits au Brésil entre 1860 et 1870. Des
graines d’autres caféiers, s’apparentant 2 ceux de 1’fle Bourbon et identifiés comme « café
de Sumatra », arrivérent au Brésil en 1896 depuis Londres (Krug et al., 1939). Ces
introductions permirent la sélection de nouvelles variétés.

En définitif, les caféiers du Yémen donnérent origine 2 deux types d’Arabica: C.
arabica var. arabica, connu comme Typica et qui fut cultivé dans le Jardin botanique
d’Amsterdam, et C. arabica var bourbon diffusé A partir de 1'ile Bourbon (Krug et al.,
1939 ; Carvalho et al., 1969). Toutes les variétés cultivées en Amérique Latine proviennent
de la base génétique Typica qui fut constituée par la descendance d’un seul caféier

* Les autres espéces cultivées

En 1834, seules quatre espéces de café étajent connues, mais un siécle plus tard,
aprés la colonisation des pays du golfe de Guinée, elles étaient plus de cingquante
{Chevalier, 1929).
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Les essais de culture d’autres especes furent motivés par les dégits provoqués dans
les plantations de C. arabica par des maladies comme la rouille orangée (Hemileia
vastatrix) et des ravageurs comme les vers blancs du tronc (Xylotrechus quadripes) et la
«broca » (Hypothenemus hampeii). Seulement deux espdces furent reconnues cormme
alternatives a C. arabica : C. canephora (café Robusta) cultivé 3 grande échelle a Java,
Afrique tropicale et Madagascar ; et C. liberia var, dewevrei (café Excelsa) présent en
petite quantité & Java, Indochine et Afrique tropicale (Chevalier, 1947). Les plantations
africaines furent dévastées par une épidémie de tracheomycoses (Fusarium xylarioides)
entre 1930 et 1950, et uniquement quelques origines de C canephora manifestérent des
caracteres de résistance (Charrier et Berthaud, 1988).

Une autre espéce de caféier, C. racemosa, est encore cultivée au Mozambique, pour
la consommation locale. Le café, connu comme « café de Inhambane », serait semblable au
café de la variété Moka, célébre pour sa bonne qualité (Chevalier, 1947).

1.2 Les ressources génétiques conservées dans les collections

Proposer une solution génétique aux problémes de la caféiculture consiste &
explorer la diversité génétique disponible dans la nature pour transférer de nouvelles
potentialités aux variétés cultivées. Une telle solution dépend des ressources naturelles
disponibles et des connaissances sur les caracteres utiles et sur les modalités de leur
transfert.

* L’origine de caféiers sauvages

A l'exception de quelques espéces du genre Psilanthus originaires d’Asie et
d’Océanie, les caf€iers se rencontrent A I’état sauvage dans les foréts de la zone
intertropicale de 1'Afrique et 2 Madagascar. IIs se présentent sous la forme d’arbres ou
d’arbustes et parfois de buissons. Plus d’une centaine d’espéces de café ont été décrites par
les botanistes, lesquelles indiquent une grande diversification en réponse a I’évolution des

milieux forestiers naturels (Anthony et al., 1999).
* Les principales collections

Il existe 10 collections importantes pour I’espéce C. arabica : cinq en Afrique
(Ethiopie, Kenya, Tanzanie, Cameroun, Cote d’'Ivoire), une & Madagascar, une en Asie
(Inde) et trois dans le continent américain (Costa Rica, Colombie, Brésil). A exception de
C. canephora représenté dans quatre collections importantes (Céte d’Ivoire, Cameroun,
Madagascar et Inde), les autres ressources génétiques ont eu une diffusion trés restreinte,
limitée & quelques individus.
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L’Amérique centrale dispose de la collection du CATIE, avec plus de 1.700
introductions. Elle contient la quasi-totalité de la diversité génétique de I'espéce C.
arabica. Cependant, comme la majorité des collections existant dans le monde, elle
posséde seulement une représentation trés réduite des autres especes de caféier. De plus, le
mode de conservation en champs ne permet pas de garantir la préservation de ces
ressources a long terme. En effet, Ie matériel souffre d’une érosion génétique due aux
pressions de sélection exercées par Penvironnement. D’autres modes de conservation,
basés sur des méthodes faisant appel aux biotechnologies, devraient étre utilisées en

complément.
L.3 La diversité génétique disponible chez C. arabica

La diversité génétique disponible pour I’amélioration s’évalue 3 deux niveaux : le
génotype, grice aux marqueurs moléculaires, et le phénotype, au moyen d’observations
agro-morphologiques. A la différence des marqueurs agro-morphologiques, les marqueurs
moléculaires sont neutres et présentent un important polymorphisme. Leur expression ne
dépend pas du milieu d’étude et ne varie pas avec I'age des individus.

¢ Les individus sauvages

En 1964 et 1965, 1a FAO, puis 'ORSTOM (maintenant IRD) en 1966 ont organisé
des collectes de caféiers spontanés et sub-spontanés en Ethiopie (FAO, 1968 : Guillaumet
et Hallé, 1978). Ce matériel a été distribué dans plusieurs collections mondiales dont celle
du CATIE. Plusieurs études ont été réalisées 2 partir de ces collections et aboutissent 3 la
conclusion d’une forte variabilité phénotypique qui se structure sur la base de données
biogéographiques (Charrier, 1978).

Face aux maladies, les caféiers sauvages constituent une source de génes de
résistance. En ce qui concerne la rouille orangée (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), il
semble que certaines accessions présentent un bon niveau de résistance particlle (Gil,
1988 ; Holguin, 1993). Certaines origines présentent des résistances aux CBD
(Colletotrichum kahawae) et aux nématodes Meloidogyne spp. (Anzueto et al., 2001 :
Bertrand er al., 2001).

La diversité des caf€iers sauvages apparait cependant moins importante lorsqu’elle
est étudiée par des marqueurs moléculaires. Le centre de diversité de I'espice C. arabica
se trouve en Ethiopie, sur le plateau de Boma au Soudan (Thomas, 1942) et sur le Mont
Marsabit au Kenya (Anthony et al., 1987). Le Yémen est considéré comme un centre de
diversité secondaire. Cependant, les distances génétiques entre ces différents groupes de
caféiers sont trés faibles.
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Deux hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer la variabilité phénotypique
et la faible diversité génétique: l'action d’un nombre restreint de genes A effets
pléiotropiques et des variations épigénétiques dans la régulation de I'expression des génes
(Bertrand, 2002).

e Les variétés cultivées

L’histoire de la domestication de I'espéce est caractérisée par des réductions
successives de diversité génétique. Les études menées avec des marqueurs moléculaires
RAPD et AFLP (Lashermes et al., 1996 ; Anthony et al., 2001b), confirment |'existence de
deux groupes, Typica (provenant du Yémen) et Bourbon (provenant de 1'jle de la Réunion)
et la présence d’un polymorphisme dans le groupe Bourbon légérement supérieur 2 celui
constaté chez le Typica. Ce dernier résultat confirme des données historiques selon
lesquelles la base génétique Bourbon s’est constituée A partir de plusieurs individus alors
que la base Typica provient d’une seule plante. Finalement, ces deux bases génétiques se
distinguent des caféiers sauvages par les marqueurs moléculaires mais avec de faibles

distances génétiques.

Maigré une base génétique trés étroite, les sélectionneurs ont pu créer des variétés
trés productives. Jusque dans les années 1950-1960, le progrés génétique se résume par le
remplacement progressif des plantations, alors constituées essentiellement de « Typica »
par des lignées de « Bourbon ». On considére en général que les « Bourbon » sont des
caféiers plus compacts et plus productifs (40% de plus que le Typica pour les meilleures
sélections) et qu’ils supportent mieux le plein ensoleillement (Carvalho, 1988).

En 1935, un arbre de petite taille fut découvert au Brésil dans une population de
Bourbon. La variété créée a partir de cet individu a été appelée « Caturra». Avec
I"utilisation du plein ensoleillement et de fortes fumures, les variétés naines comme cv.
Caturra sont tres largement avantagées (Bertrand ef al., 1999). Cv. Caturra joua le réle de
catalyseur pour I'adoption de nouvelles pratiques culturales, et on peut considérer
I’adoption de cette variété « naine » comme le véritable point de départ d’une « révolution

verte » en arabicaculture (Bertrand et af., 1999).

La figure 2 résume la généalogie des trois principales variétés issues des bases
génétiques diffusées au XVIII® sigcle. Actuellement, ces variétés composent de 70-80% du
verger latino-américain et doivent &tre considérées comme base de comparaison pour
estimer Ie progrés génétique des nouvelles sélections.

L’idée de faire appel aux espéces diploides proches, pour améliorer I'espéce C
arabica a pris de 1'ampleur en Amérique latine lors de I’arrivée de la rouille orangée.



TYPICA
(Sumatra, Arabigo, BOURBON
Blue Mountain) (Hibrido Tico, Tekisic)
Variété de port Variété de port normal
normal
MUNDO NOVO CATURRA

(Pacas, Villa Sarchi)
Variété de port normal

~

CATUAI

Variété de port nain

Variété de port nain

Figure 2 : Généalogie des principales variétés traditionnelles (Bertrand ef al., 1999); 2
fleches indiquent un croisement, 1 fléche indique une mutation.
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L’attention des chercheurs s’est portée sur des descendances de I’Hybride de
Timor, issu d’une hybridation interspécifique naturelle entre C arabica et C canephora
(Bettencourt, 1973). Cet hybride tétraploide (2n = 4x = 44) posséde en effet de nombreux
genes de résistance & la rouille orangée qui proviennent de son parent C. canephora et se
prétent bien a des rétrocroisements par C. arabica (Moreno, 1989). Trois origines de
I’Hybride de Timor ont été croisées avec des variétés traditionnelles (Annexe 2). L’intérét
des lignées introgressées pour leurs résistances i divers pathogénes a été confirmé.
Notamment, la résistance de cv. IAPARS9, dérivée d’un croisement entre cv. Villa Sarchi
et I'Hybride de Timor, vis-a-vis des nématodes (Meloidogyne spp.).

L4 Les objectifs de ’amélioration génétique en Amérique centrale

La définition claire des objectifs de sélection est essentielle au départ d’un
programme d’amélioration. Cette définition se base sur une analyse des risques biologiques
(exogenes et endogenes au systéme de culture), ainsi que des contraintes économiques et
commerciales. Les caractéristiques de P'arabicaculture en Amérique centrale peuvent se

résumer ainsi :

-~ une grande diversité des zones de culture, des reliefs et des microclimats aboutissant 2
une grande diversité des terroirs,

- une faible disponibilité des terres agricoles qui entraine une nécessaire intensification
de la culture et donc la recherche de gains de productivité,

- des problemes [iés 2 une faible durabilité des systémes de production, qui s’opposent 2
Pintensification de la culture,

- de fortes variations des prix qui entrainent souvent des modifications des pratiques
agronomiques,

- une part croissante des cafés fins ou des cafés « terroirs » dans la demande,

- une pression du marché pour un café sans résidus de pesticides et si possible
biologique.

Ces contraintes multiples aboutissent 4 la définition de nouveaux types de variétés 2
développer. Celles-ci doivent combiner :

- lne résistance aux principales maladies (rouille, anthracnose des baies, nématodes),

- une productivité supérieure a celle des meilleures lignées actuelles (cv. CR95 dans le
cas de I’ Amérique Centrale),

- une qualité a la tasse comparable ou supérieure 2 celle de cv. Caturra,

- une bonne adaptabilité & une réduction des intrants (en cas de crise économique ou
dans le cas d‘une caféiculture biologique), c’est-a-dire une bonne stabilité de

production,
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- un port nain pour une plantation a haute densité, avec une fertilité comparable a celle

du cv. Caturra.

II. LES NEMATODES ENDOPARASITES SEDENTAIRES DU
CAFEIER

IL1 Les pertes occasionnées par les nématodes du caféier

Les problémes phytosanitaires posés par les nématodes phytoparasites ont une
incidence économique trés importante & I'échelle mondiale A cause de leur grande aire de
répartition, de la diversité des cultures attaquées (plus de 2.000 especes végétales) et des
dommages qu’ils provoquent. Un tiers au moins de la production agricole perdue chaque
année dans le monde peut &tre imputé directement ou indirectement aux dégéts provoqués
par les attaques des nématodes phytoparasites dans les cultures (IFAS, 1989 Whitehead,
1998). Ces pertes sont estimées & 100 milliards de dollars chaque année (Cai et al., 1997).

Des échantillonnages effectués dans certains pays ont montré que des surfaces
importantes dédiées 2 la culture du caféier étaient concernées. Par exemple, plus de 40 %
de la caféiculture au Guatemala (Villain er al., 1999) ou plus de 54 % des exploitations
caféicoles au Salvador (Bertrand, 2002). Au Guatemala, Alvarado (1997) avance une perte
de 20 % de la production due aux nématodes dans 1'une des régions caféicoles les plus
importantes de ce pays.

H.2 Les principales espéces parasites

Le caféier est une plante-héte de plusieurs genres et espices de nématodes dans le
monde. En Amérique Latine, il existe deux genres principaux de nématodes parasitant les
caféiers : Pratylenchus ou nématodes des 1ésions et Meloidogyne ou nématodes i galles.
Ces deux nématodes sont fréquemment associées dans les racines de caféiers comme c’est
souvent le cas en milieu tropical (Luc et Reversat, 1985). Par ailleurs, les nématodes sont
souvent associés a d’autres agents pathogénes, champignons et/ou bactéries, qui
augmentent considérablement les dégits (Powel, 1971). Chez le caféier, Negron et Acosta
(1989) ont mis en évidence I’existence d’une pathologie compiexe entre Fusarium
oxysporum et M. incognita. Plus récemment, Bertrand et al. (2000b) ont montré que le
couple F. oxysporum / M. arabicida était 2 I’origine d’une étiologie appelée « corchosis ».

11
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11.3 Les nématodes du genre Meloidogyne
1131 La diversité des espeees de Meloidugyne parasitant les caféiers

Il existe de nombreuses espéces de Meloidogyne qui parasitent les caféiers. En
Amérique Latine et dans les Caraibes, plus de 10 espices sont mentionnées sur Coffea Spp.
Bertrand (2002) propose une échelle de grandeur qui permet la comparaison des
symptémes de plusieurs nématodes 2 galles présents sur caféiers en Amérique Latine
(Annexe 3). Lors de différentes enquétes menées sur ce continent, il apparait que le
nématode le plus fréquent est M. exigua, suivi de M. incognita puis de M. paranensis.
Parmi les espéces de nématode qui provoquent la mort des caféiers, le cas de M.
paranaensis est trés préoccupante par I'étendue de son aire de distribution (Carneiro et al.,
2000). Les nématodes M. arenaria, M. arabicida et M. konaensis provoquent des dégits
importants mais relativement localisés. Le nématode le moins agressif pour le caféier est
sans doute M. exigua. Les baisses de production sont de I’ordre de 10 A 15% (Bertrand et

al., 1997).
I13.2 Le cycle biologique

Le cycle de développement des nématodes du genre Meloidogyne comprend quatre
stades larvaires et un stade adulte, séparés par quatre mues (Figure 3) (De Guiran et
Netscher, 1970). En ce qui concerne les femelles, seules importantes du point de vue
parasitisme, il est divisé en deux phases : la phase sol ou exophyte (en dehors de la plante
héte) qui va de la ponte a la pénétration des larves de deuxidme stade dans les racines et la
phase endophyte qui comprend le développement et la reproduction a I'intérieur des tissus.
Dans des conditions favorables le cycle se déroule en trois ou quatre semaines.

Les femelles adulies pondent des ceufs réunis par une substance gélatineuse en une
masse a Dintérieur de laquelle on peut trouver des ceufs A tous les stades de leur
développement, depuis le stade unicellulaire jusqu’aux larves prétes 2 éclore. Le
développement d’un ceuf entre ces deux stades prend de sept & neuf jours a 28°C. Pendant
cette période, les nématodes subissent une premiére mue et les larves qui éclosent sont

donc des larves de deuxieéme stade, appelées J2 (Annexe 4).

Une fois écloses, les larves se déplacent dans le sol. Les nématodes du genre
Meloidogyne étant des parasites obligatoires, les larves ne peuvent continuer leur cycle et
parvenir au stade adulte que si elles parviennent 2 pénétrer 4 I’intérieur des racines d’une
plante héte. Elles se groupent généralement autour de la zone sous-apicale des racines en
croissance ol elles détruisent la paroi par I'action de leur stylet. Elles peuvent alors
pénétrer dans les tissus. Le point de pénétration attire souvent d’autres larves et une
pénétration massive a lieu 4 cet endroit (Figure 4a).

12
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Ayant pénétré dans la racine, les larves se déplacent 2 la fois dans les niveaux intra
et inter-cellulaires. Elles parviennent ainsi au voisinage du cylindre central Ie long duquel
elles s’immobilisent, la téte figée dans le plérome (Figure 4b) (De Guiran et Netscher,
1970).

Linford (1937 et 1942) a observé la facon dont se nourrissent les larves. Ces
dernitres percent la paroi des cellules par des mouvements répétés du stylet, en injectant
des sécrétions cesophagiennes, puis, aprés quelques secondes de 1epos, elles aspirent le
contenu prédigéré des cellules grice & leur bulbe médian. Les larves se nourrissent ainsi
sur les cellules épidermiques, puis sur les cellules corticales, et enfin sur celles du cylindre
central. Elles provoquent des modifications anatomiques : déformation du tissu vasculaire,
apparition de « cellules géantes » polynuclées, hypertrophie des cellules corticales, le tout
aboutissant a la formation des galles caractéristiques, dont la genése sera étudiée plus loin
(chap 11.3.4).

!

Le développement de M. javanica a été étudié par Bird (1959) dans les racines de
tomate. Bien que la durée de ce développement dépende de 1'espice de nématode, de la
plante-hote, de sa physiologie et de facteurs externes comme la température, les différents
stades se succedent toujours de la méme maniere. Pendant les deux premiéres semaines la
superficie de la coupe longitudinale des larves est presque triplée. Aprés deux semaines,
les larves subissent une deuxiéme mue. Les quatre jours qui suivent sont marqués par deux
autres mues. Entre 1a 2° et ]a 4° mue, le stylet n’est pas présent et les nématodes ne peuvent
pas se nourrir. Aprés la 4° mue, les nématodes ont atteint e stade adulte. Is se sont alors
transformés soit en mdle, soit en femelle (Figure 4c et 4d). Le stylet est réapparu et les
gonades se sont développées.

Les jeunes femelles restent en place et se nourrissent des cellules géantes situées
autour de leur téte. Elles pénétrent ces cellules avec leur stylet et y injectent un liquide
sécrété par la glande dorsale de I’cesophage. Les femelles grossissent rapidement (Figure
4e) et commencent & pondre des ceufs environ trois semaines aprés la pénétration dans la
racine (Figure 4f) (De Guiran et Netscher, 1970).

[1.3.3 La sexualité et la reproduction

Les nématodes endoparasites peuvent se reproduire par parthénogenése. La densité
des populations, la température, la nutrition de la plante et I'application d’hydrazide
maléique sur ses feuilles ont une influence sur I'expression du sexe. En général, des
conditions défavorables pour la plante induisent une augmentation de la proportion de
males, ce qui réduit la capacité de reproduction de la population.

13



a . Pénétration massive des larves de deuxiéme b Larve de deuxiéme stade, la téte figée dans le
stade dans un apex racinaire de Caturra (T-+4, plérome du cylindre central d’une racine de
essai 5) G x50 Caturra (T+4. essai 3). G:x 125

c: Renflement d’un apex racinaire contenant d : Femelle pyriforme en cours de grossissement
plusieurs femelles pyriformes (Caturra, T+13, {Caturra, T+25, essai 6) G :x 123
essai 5) G : x50

e : Femelle sphérique (IAPAR, T+29essai 1) G : f: Masse d’ceufs (Caturra, T+46, essai 6) G x
% 50 125

Figure 4 : Observations cytologiques (colorations a la fuschine acide) de racines de C.
arabica inoculées par M. exigua



Figure 3 : Cycle schématisé des Meloidogyne (De Guiran et Netscher, 1970) 1: larve libre de
deuxieme stade ; 2. larve de deuxiéme stade ayant pénétré dans une racine en croissance ; 3 galle
en début de formation, a-b larves de deuxiéme stade renflées, ¢ cellulss géantes ; 4 : galle contenant,
a femelle adulte ayant pondu ses ceufs dans la substance gélatineuse, b méle adulte pelotonné dans
les enveloppes larvaires, ¢ cellules géantes ; 5 : mile adulte ayant recouvré sa liberté

B . . Figure 6 : Galle provoquée par Meloidogyne sp. sur

igure 5 : Galles provoquées par Meloidogyne une jeune racine de tabac Coloration par le bleu coton
@rigua sur un systéme racinaire de Caturra (stade a froid (De Guiran et Netscher, 1970} a: femelle; b :
Physiologique 6 paires de feuilles). masse d’ceufs ; c : cellules géantes
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L34 Les symptdimes
» Les symptdmes locaux (racines)

Le symptSme primaire, typique d’une infection par Meloidogyne, est la présence de
galles sur les racines (Figure 5). Ces galles, malgré des différences de taille et de forme,
ont toujours le méme mode de formation et la méme structure de base. Dés son entrée dans
la racine, ]a larve de deuxieéme stade provoque, par les sécrétions qu’elle expulse a travers
son stylet, I'hypertrophie des cellules corticales.

Elle migre ensuite vers la future zone vasculaire le long de laquelle elle vient
s'immobiliser, la téte logée dans la partie externe de cette zone. Les cellules entourant la
téte de la larve subissent alors une série de modifications qui ont été décrites tres en détail
par Christie (1936) et par Cristina et al. (2000). Ces cellules grossissent en méme temps
que leurs noyaux se divisent par mitose, puis les membranes disparaissent entre plusieurs
cellules adjacentes, avec coalescence des cytoplasmes. Ceci aboutit 4 la formation de
«cellules géantes » plurinucléées. La prolifération du cytoplasme et des organites, la
plurinucléation et le développement d’un mur cellulaire suggere une grande activité

métabolique.

Peu de temps aprés la maturation des femelles, Paulson et Webster (1570)
observent une déstructuration de ces cellules, caractérisée par une diminution de la
perméabilité membranaire et la disparition des organites. Bird (1962) a montré que les
cellules géantes ne pouvaient se former et subsister qu'avec un stimulus permanent
émanant de la larve. Réciproquement, la larve ne peut se développer et parvenir  maturité
qu’en présence de ces cellules. Il est donc probable que c’est d’elles et d’elles seules que la
larve tire les €léments nutritifs qui lui permettent d’accomplir son développement.

Dans une galle formée par une seule larve femelle, on trouve donc au centre un
renflement du cylindre central oit les éléments vasculaires sont fortement déformés et qui
contient de quatre a six cellules géantes entourant la téte du nématode (Figure 6). La partie
globuleuse du corps de la femelle est entourée par le parenchyme cortical qui a subi 2 la
fois une hyperplasie et une hypertrophie cellulaire. L'extrémité postérieure de la femelle,
ot s’ouvre la vulve, affleure 2 la surface de la galle et 1a masse gélatineuse englobant les
ceufs fait saillie a 'extérieur des tissus de ’hdte.

La forme, la taille et 'aspect des galles peuvent varier selon leur Age, la nature de la
plante-hbte et I'espéce de Meloidogyne en cause. Elles peuvent parfois &tre absentes
malgré la présence de femelles gravides. Dans ce cas, la racine ne subit pas d’hypertrophie
et seules quelques cellules géantes peuvent &tre observées au point d’infection.
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De telles situations correspondent souvent a4 des attaques bénignes mais sont
d’autant plus dangereuses qu’elles sont difficilement décelables, tout en assurant la
multiplication du parasite. Mais la gravité de P'attaque peut généralement étre évaluée
d’aprés I’aspect des racines.

La taille des galles varie selon les plantes-hotes. Elles sont d’autant plus
volumineuses que la plante demeure longtemps en terre. Les galles croissent en effet avec
les racines. Les premieres femelles, ainsi que les eufs qu’elles ont pondus, sont englobés
dans les tissus. Certains de ces ceufs éclosent et les larves issues de ces éclosions
réinfectent la méme galle qui peut donc contenir des individus a tous les stades,
appartenant & plusieurs générations.

o Les symptomes généraux (parties aériennes)

Il n’existe pas de symptdmes spécifiques sur les parties aériennes, qui traduisent
sans doute possible le parasitisme de Meloidogyne. 11 s'agit plutdt d’une déficience
générale, consécutive d’une part a I"action du parasite qui modifie le métabolisme de la
plante et en détourne une partie 4 son profit, et d’autre part & la réduction du systéme
radiculaire qu’entraine sa présence (De Guiran et Netsher, 1970). Cette réduction a pour
premigre conséquence une diminution de Palimentation minérale de la plante, La partie
aérienne présente alors un aspect chétif : la croissance est retardée, les feuilles sont réduites
et peuvent accuser des symptémes de déficience minérale (chlorose, décoloration,...). La
floraison et la fructification peuvent étre forternent diminuées. L'absence de chevelu
radiculaire entraine en outre une perturbation dans l’alimentation en eau: la plante
attaquée souffrira plus vite de la sécheresse. Tout ceci améne immanquablement une
diminuation de rendement, quelle que soit la partie de la plante qui doit &tre récoltée. Cette
diminution est fonction de la population qui vit aux dépens de la pilante et qui tend
évidemment a croitre lorsqu’on cultive pendant plusieurs années une plante sensible sur un

terrain infesté.
{[.3.5 L écologie du parasite

Le développement d’une population de Meloidogyne sur une culture dépend de
trois facteurs : la possibilité qu’aura le parasite de se conserver dans le sol en attendant
qu’une plante-héte y soit installée, celle de se déplacer pour atteindre les racines d’une
plante-hbte et enfin celle d’y pénétrer, de s’y développer et de s"y reproduire (De Guiran et
Netsher, 1970).

La conservation dans le sol peut &tre limitée par un certain nombre de facteurs dont
les plus importants en culture tropicale sont I’excés de sécheresse ou d’humidité.
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Le parasite dans sa phase exophyte peut résister, dans une certaine mesure, 3 ces
conditions défavorables : la sécheresse du sol suspend I’éclosion des ceufs et I'exces
d’humidité induit une quiescence des larves. Mais le cycle relativement court, surtout en
milieu tropical, et le grand pouvoir reproducteur du parasite lui permettent de reconstituer
rapidement des populations importantes et de provoquer des dégits sur les cultures
d’autant plus prononcés que le sol favorisera la migration des larves vers les racines en
croissance et que les conditions permettront un développement et une reproduction rapides

dans les tissus.

. LES MECANISMES DE RESISTANCE AUX NEMATODES
IDENTIFIES CHEZ LES PLANTES

Ce chapitre présente les mécanismes de défense intervenant chez les plantes suite a
I'attaque par un pathogéne. Ces mécanismes sont précisés dans le cas d’une interaction
plante / nématode puis caféier / nématode.

1I1.1 Détinitions
» Résistance et tolérance

Le terme de résistance concerne exclusivement I'effet de la plante sur la
reproduction du nématode. Il décrit I'action des génes de I’hdte qui visent 2 limiter ou
empécher la multiplication du nématode.

La tolérance aux déglts est indépendante de la résistance. Elle désigne la capacité
du génotype de I’hote i se remettre des dommages dus 3 I"attaque du nématode. Une plante
tolérante subit peu de dégits malgré une forte infestation alors qu’une plante non tolérante
subit plus de dégradations (Trudgill, 1991),

Tableau 1 : Résistance et tolérance d’une plante face a I'attaque de nématodes (Trudgill,
1991).

Croissance de I’héte

Bonne Mauvaise
Reproduction du  Bonne Tolérance/non résistant Intolérance/non résistant
nématode Mauvaize Tolérance/résistant Intolérance/résistant
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* Pathogénicité et virulence

La pathogénicité est la capacité a causer des dégits (mesurés par une diminution de
production) et la virulence la capacité a surmonter les génes de résistance de I’ héte
(Trudgill, 1991). Leur incidence sur la croissance de la plante héte et sur la reproduction
du nématode est résumée dans le tableau 2.

Tableau 2 : La pathogénicité et Ia virulence d’un nématode sur une plante héte (Trudgill,
1991).

Croissance de I’hote

Bonne Mauvaise
Reproduction du  Bonne non pathogéne/virulent pathogéne/virulent
nématode Mauvaise non pathogene/avirulent pathogéne/avirulent

s+ Résistance et sensibilité

Une plante sensible permet la multiplication du nématode. On distingue ici les
plantes tolérantes, qui ne subissent pas de dommages et dont la production n’est pas
altérée, des plantes non tolérantes qui souffrent du parasitisme. Une plante résistante ne
permet pas la multiplication des nématodes. Entre deux plantes résistante et sensible, on
peut trouver des plantes partiellement résistantes qui entretiennent des taux intermédiaires
de reproduction du nématode (Gheysen, 1998).

¢ La relation géne-pour-geéne, compatibilité et incompatibilité

La spécificité d’un systéme parasitaire est controlée par les génomes de I’héte et du
parasite. A tout géne de résistance de I’hote correspond un géne d’avirulence chez le
parasite (Flor, 1955 et 1971 ; Person 1959). La relation géne-pour-géne a été constatée
dans plusieurs systémes parasitaires qui impliquent des champignons, des bactéries, des
insectes, des virus et également des nématodes (Sidhu et Webster, 1981).

On parlera d’incompatibilité¢ pour définir les conséquences des mécanismes
physiologiques et les régulations métaboliques qui, dans les plantes résistantes, empéchent
le développement des nématodes (avirulents). A 'opposé, on désignera sous le terme de
compatibles, les interactions favorables au développement des nématodes (virulents) dans
les plantes sensibles. Les réactions incompatibles se caractérisent par un systéme de
reconnaissance activant I’expression des mécanismes de défense de la plante alors que
pour les réactions incompatibles, cette étape de reconnaissance n’ayant pas lieu, I’hote ne
se défend pas (Figure 7) (Ordenana, 2002).
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Figure 7 : Le modéle d’interaction géne-pour-géne. Modele simplifié illustrant comment Ia
présence ou I’absence de génes de résistance (R) dans ['hote et de génes d’avirulence (Avr)
correspondant dans le pathogéne déterminent la reconnaissance et définissent un type
d’interaction compatible (C) ou incompatible (I) ; Ordenana, 2002.
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HI.2 Les mécanismes de défense dans une réaction incompatible

Une fois que le pathogéne est reconnu, une série de mécanismes de défense
s'activent & la suite de cascades de signaux qui ne sont pas toutes caractérisées (Figure 8).
Ces mécanismes incluent principalement la mort cellulaire par la réaction hypersensible
(HR), I"accumulation de métabolites secondaires i action antimicrobienne, I’accumulation
d’enzymes hydrolitiques et le dépot de substance de renforcement des parois (Collinge et
al., 1994).

1.2, 1 Activation de la défense et mécunismes de reconnaissance
* Activation de la défense

Les inducteurs spécifiques sont des protéines codées par les génes d’avirulence du
parasite et qui sont capables d’activer les mécanismes de défense chez des cultivars
possédant les génes de résistance correspondant. L’interaction entre les produits des génes
de résistance et d’avirulence entraine une cascade de signaux conduisant 3 I’expression des
geénes de défense.

o Mé¢écanismes de reconnaissance

La caractérisation moléculaire de génes de résistance a révélé la présence de
séquences similaires dans la majorité€ des protéines de résistance. Il s’agit de répétitions
riches en leucine ou LRR de 20 2 30 acides aminés et dont la variabilité confere la
spécificité de la reconnaissance.

Les protéines de résistance peuvent avoir deux localisations dans la cellule
végétale, transmembranaire ou cytosolique.

Chez les transmembranaires, les séquences LRR sont situées dans la partie externe
ot elles assurent une reconnaissance extra-cellulaire (Gabriel, 1999). C’est le cas des génes
Cf-2, Cf-4, Cf-5 et Cf-9 de la tomate qui conferent la résistance aux races de Cladosporium
Julvum possédant les génes Avr2, Avrd, Avr3 et Aw9, Xa2] de résistance a Xanthomonas
oryzae chez la tomate ou Hslprol de la betterave contre le nématode Heterodera schachtii
(Takken et Joosten, 2000).

Les protéines Jocalisées dans le cytoplasme reconnaissent les produits des genes
d’avirulence qui arrivent jusqu’a I'intérieur de la cellule héte. Ce type de protéine n’a pas
encore été rencontré dans des systémes nématode / hote. On peut cependant citer comme
exemple Ia protéine N du tabac contre le TMV (Virus de la Mosatque du Tabac) ou le géne
Pto de tomate contre Pseudomonas syringae (Ordenana, 2002).
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Les genes de 1ésistance ne sont pas directement responsables de la résistance, mais
ils tiennent une fonction déterminante dans la reconnaissance spécifique en agissant
comme les initiateurs de la défense (De Wit, 1997).

T 2.2 La Réaction Hypersensible (HR)
e Définition et intégration dans les mécanismes de défense

L’hypersensibilité est une réaction caractérisée par une mort rapide et programmée
des cellules de Ia plante infectée, adjacentes au parasite, en réponse 2 un pathogéne. Elle
est associée & l'expression simultanée ou paralléle d’autres mécanismes de défense : la
production d’acides chlorogéniques qui affectent la coordination des nématodes, de
phytoalexines, de subbérine et de protéines riches en hydroxyproline et en relation avec la
pathogénicité (PR) qui s’associent au phénomeéne de la Résistance Systémique Acquise
(SAR) (Ryals et al., 1996). La HR produit une réaction de résistance directe en privant le
pathogeéne de tissus vivants et de nutriments mais aussi indirecte par |’accumulation de
composés toxiques qui tuent simultanément le pathogéne et les cellules hotes (Heath,
2000).

La HR est précédée par une explosion oxydative qui libére des formes réactives de
Ioxygene (AOS) comine I'ion superoxyde (0O2) et le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)
(Levine et al., 1994). Les superoxydes sont extrémeimnent toxiques et peuvent étre éliminés
par 'action de la Superoxyde Dismutase (SOD). Zacheo et al. (1983) ont étudié la
variation de I'activité de la SOD durant Iinfection par M. incognita dans des plants de
tomate sensibles et résistants.

* Durée d’apparition aprés inoculation

La HR induite par les nématodes peut cependant se différencier de celle induite par
les autres organismes phytopathogénes. De part leur nature endoparasite, le temps
nécessaire a 'initiation de la HR est variable (Trudgill, 1991). Cette réaction peut étre
précoce, et survenir lors de la pénétration du nématode dans la racine, ou tardive, apies la
fixation sur le site nourricier, pour empécher le développement et la multiplication du
parasite (Pontier et al., 1999).

Avec Tylenchulus semipenetrans la mort cellulaire apparait deux semaines aprés
inoculation dans le citronnier (Kaplan, 1981). Elle est visible avant deux jours chez des
plants de tomate résistants 4 Meloidogyne (Paulson et Webster, 1972) et aprés huit jours
chez C. arabica suite 4 une infestation par M. exigua (Cristina et al., 2000). L’intervalle de
temps entre la pénétration du nématode et I'initiation de Ia HR n’est pas déterminé.

19



Revue bibliographique

II semblerait que ce processus débute lorsque le nématode a atteint son site
nourricier. Lexpression d’une réponse est détectée d’abord a Pintérieur du cytoplasme, au
niveau du site nourricier initial, immédiatement aprés 'invasion par le nématode, puis pour
empécher I'établissement de sites nourriciers en nécrosant les cellules alentours. Il en
résulte que la croissance de la plante est peu influencée et que la reproduction du nématode
est impossible (Cristina et al., 2000).

e Ultra-structure de la HR

Des études en microscopie électronique ont montré que les cellules nécrosées
€taient localisées autour du nématode (Paulson et Webster, 1972). Plusieurs travaux ont été
réalisés dans le but de caractériser histologiquement la HR dans différents systémes hotes /
nématodes : pomme de terre / Globodera rostochiensis (Bleve-Zacheo et al., 1990 ; Rice et
al., 1985 ; Forrest et al., 1986), soja/ M. incognita (Kaplan e al., 1980 ; Dropkin et
Nelson, 1960), tomate/ M. incognita (Paulson et Webster, 1972 ; Dropkin, 1969) et
caféier / M. exigua et M. megadora (Bertrand et al., 1995 ; Cristina et al., 2000).

L.a HR dans des racines de tomate (Lycopersicon esculentum L.} infectées par M.
incognita a été décrite par Paulson et Webster (1972). Elle débute par une disparition des
inclusions vacuolaires, la destruction des membranaires cellulaires et une augmentation
rapide de la densité du cytoplasme (accroissement du nombre de ribosomes). Les organites
attachés aux membranes disparaissent et le réticulum endoplasmique s’étend, ce qui
suggére des changements dans la perméabilité de la paroi et de la membrane cellulaires et
la synthése d’enzymes qui provoquent une désorganisation générale.

Une étude microscopique électronique de racines de C. arabica cv. Catimor
infectées par M. exigua et M. megadora montre une condensation de la chromatine,
I'altération du métabolisme des carbohydrates, le développement de lysosomes et de
vacuoles autophagiques. Cette réponse apparait comme une réponse de type hypersensible
qui conduit & la mort cellulaire (Cristina et al., 2000).

» Influence de I’age de la plante sur Ia mise en place de la HR

Dans la bibliographie, aucune étude ne traite directement de I’influence de 1'dge de
la plante héte sur la mise en place de la HR. On note seulement que des réactions de type
hypersensible ont été observées sur des tomates possédant une radicelle de 1 cm (Paulson
et Webster, 1972 ; Dropkin, 1969) ou se trouvant au stade physiologique 2-3 feuilles
(Delroux, 1997) aprés une inoculation par M. incognita,

Bertrand et al. (1995) ont vu une réaction semblable chez des plants de café dgés de
6 ans et de 8 mois alors que Cristina et al. (2000) 1'ont observée sur des plantules juste
apres apparition de la racine.
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[I1 2.3 La production de phytoalexines

Les phytoalexines sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire,
possédant des propriétés antimicrobiennes (Paxton, 1981). Elles s’accurmnulent au niveau du
site de pénétration du pathogéne et des cellules adjacentes aux cellules subissant la HR.
Leur production de novo est corrélée a 'induction de P'expression de génes codant pour
des enzymes intervenant dans leur voie de biosynthése (CHI ou Chalcone Isomérase, CHS
ou Chalcone synthase, PAL ou Phénylalanine Ammoniaque ligase) (Ordenana, 2002).
Elles sont notamment impliquées dans la résistance du coton (gossypol) et du soja
(glycéoline) a M. incognita (Trudgill, 1991 ; Kaplan et al., 1980).

1.2 4 Le renforcement des batrigres structurales

On observe une accumulation de lignine dans les tissus attaqués par un pathogéne.
Ce composé confere I'imperméabilité et la résistance mécanique (résistance A Ia
dégradation produite par de nombreux microorganismes) (Nicholson et Hammerschmidt,
1992). Mis a part le processus de lignification, les plantes produisent d’autres composés
qui préviennent I'avancée des pathogénes. On peut mentionner les protéines riches en
hydroxyproline (HRGP) qui s’accumulent autour des sites d’attaque du parasite évitant sa
pénétration (Benhamou ef al., 1990) ou la formation de papilles (callose) qui évitent la
pénétration des champignons (Skalamera et al., 1997).

HI.25 Laccumulation des protéines en relation avee fa pathogénicité PR

Les protéines s’accumnulent dans les plantes pendant et aprés I'infection par un
pathogene. Elles se caractérisent par leur faible poids moléculaire, leur résistance aux
protéases et aux valeurs extrémes de pH, et leur localisation extracellulaire (Van Loon et
Van Kammen, 1970). Certaines possédent des activités bien définies, comme les
glucanases ou les quitinases. Cependant, le role tenu par la plupart d’entre elles dans la
défense contre les pathogénes reste méconnu (Ordenana, 2002).

[11.2 6 La Résistance Systémique Acquise (SAR)

La résistance systémique acquise se manifeste dans le cadre d’une réaction
incompatible 2 la suite de I'induction de lésions locales hypersensibles qui constituent une
tésistance locale (LAR). C’est une réponse de défense active, systémique et qui s’associe &
une forte expression des génes PR (Hammerschmidt, 1999). Dans la majorité des cas, elle
est également effective contre les champignons, les bactéries, les virus et les nématodes,
indépendamment de ’organisme inducteur (Ryals ef al., 1996). L’acide salicylique est le
composé permettant de transmettre le signal aux différentes celiules.
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L’induction de la SAR se corréle donc 2 une accumulation d’acide salicylique, tant
locale que systémique (Lawton e al., 1995).

IV. LES METHODES DE LUTTE CONTRE LES NEMATODES
PARASITES DU CAFEIER

Comme pour tous les nématodes phytoparasites dont une partie du cycle se déroule
dans le sol, il est pratiquement impossible d'éliminer complétement les parasites qui
infestent un champ, dans un contexte de caféiculture durable et de respect de
Penvironnement. Les méthodes de lutte auront donc pour but de maintenir la population en
dessons du seuil économique de nocivité.

IV.1 Le contrdle biologique

Le contrdle biologique sensu stricto, c’est a dire I'utilisation d’agents biologiques
antagonistes, est une pratique marginale en caféiculture. Il existe de nombreuses
formulations commerciales de divers champignons mais 1’intérét de leur utilisation sur le
caféier reste & démontrer. On trouve aussi sur le marché quelques «nématicides »
biologiques fabriqués & partir de chitine. A moyen ou long terme, le contrdle biologique
pourra constituer une composante non négligeable de la lutte intégrée contre les nématodes
(Villain et al., 1999).

I1V.2 Le contrdle culiural

¢ La greffe

Cette pratique est effectuée au Guatemala avec I'utilisation de porte greffe de C.
canephora, sélectionné pour sa résistance ou sa tolérance aux nématodes, le greffon étant
une variété de C. arabica. Cette technique a été récemment introduite au Salvador on les
producteurs de café sont confrontés 2 un parasitisme important. En dehors d’Amérique
centrale, cette pratique culturale est également courante au Brésil ou elle est
systématiquement utilisée dans les zones affectées par les nématodes (Villain et al., 1999).

» La gestion de la fertilisation

Toute pratique culturale améliorant la nutrition ou diminuant le stress des caféiers
permet de réduire I'impact des nématodes. Les amendements organiques jouent un rdle
important dans I’amélioration de la structure et de la fertilité et dans la régulation de la
balance hydrique du sol. IIs favorisent également le développement de microorganismes
antagonistes des nématodes.
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Cette fertilisation est trés importante en Amérique latine car les caféiers sont
fréquemment cultivés sur des sols d’origine volcanique, pauvres en matiére organique. La
gestion de la fertilisation minérale comme la correction des pH bas, en particulier dans les
sols d’origine volcanique acides ou acidifiés par les apports fréquents et localisés d’azote,
tendent a améliorer la nutrition des caféiers.

L’utilisation de I'ombrage permet de diminuer les stress hydriques et nutritionnels
par son action régulatrice de différents paramétres agroclimatiques (Jumiére, température,
Humidité Relative), et, par conséquent, de réduire I'impact des nématodes, en particulier
dans les zones oil la saison séche est trés marquée. L’ombrage permet également un apport
continu de matiére organique.

* Les plantes antagonistes

Il existe une grande diversité de plantes dont ’action nématicide est bien connue.
Cet antagonisrﬁe peut intervenir de maniére directe, par 1'élaboration de toxines ou de
composés chimiques qui inhibent le déroulement du cycle biologique des nématodes. 1I
peut aussi intervenir de maniére indirecte par ’induction au niveau de la rhizosphére d’une
flore bactérienne antagoniste de certaines populations de nématodes comme par exemple le
« frijol terciopelo » (Kloepper et al., 1996).

Les études sur ce théme, appliquées a la caféiculture, sont rares et I’intérét de telles
plantes reste a démontrer. Leur utilisation comme plante de couverture parait difficile
instaurer (du moins pendant la phase de production), du fait des fréquents passages
humains entre les rangs. On peut imaginer que, dans le cas de parcelles fortement infestées,
un assainissement des sols par une pré culture de plantes nématicides (avant la replantation
de caféiers) permettrait d’éviter d’exposer les jeunes plants a des pressions parasitaires trop
importantes (Villain et al., 1999),

s Les mycorhizes

Cette pratique est a ce jour peu exploitée dans la culture du café. Les mycorhizes,
apres avoir colonisé les racines de jeunes plants, peuvent avoir une action antagoniste
{(concurrence de I’espace) sur I'infestation des racines par les nématodes. De plus, elles
permettent d’améliorer la nutrition des caféiers de part leur action symbiotique, en
particulier dans des conditions de faible fertilité (Villain ef af., 1999).
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IV.3 Le controle chimique

Dans les plantations de caf€iers adultes, le contrdle chimique contre les nématodes
présente plusieurs limites: une efficacité limitée, parfois quasi nulle autant contre
Pratylenchus spp. (Villain et al., 1996) que contrte M. exigua spp. (Bertrand et al., 1998),
un cofit élevé, un grand impact sur 'environnement et la santé humaine. Il est préférable
d"appliquer les traitements chimiques de maniére préventive pour compléter les méthodes
prophylactiques dans le but de ne pas disséminer les nématodes. L’application de
nématicides au champ, sur des jeunes plants, permet de baisser I'inoculum du sol et de
protéger la plante pendant sa phase de croissance avant qu’elle entre en production.

Les modalités d’application (doses, époques et méthodes) des nématicides doivent
étre optimisées. Différents facteurs doivent &tre pris en compte, comme les espéces de
nématodes présentes et les caractéristiques écologiques de la zone : distribution des pluies,
compositions physiques et chimiques du sol, ...

Des études sur les fluctuations saisonniéres des populations de Pratylenchus
(Villain er al., 1999) réalisées an Guatemala montrent un niveau élevé durant la période
séche. Cette période est déterminante car elle correspond 4 une croissance radiculaire
importante. Il parait alors essentiel de protéger les racines des plants en réalisant une
application de nématicides en fin de période pluvieuse, quand le sol présente une humidité
suffisante pour que le produit, généralement formulé en granulés, puisse agir. La premiére
moitié de la saison des pluies correspond aussi & un pic de population. Il convient donc de
réaliser une autre application, le plus t6t possible, dés que I’humidité du sol le permet.

IV.4 Le controle génétique

La recherche de variétés résistantes aux nématodes est un des principaux critéres de
sélection du programme régional d’amélioration du café en Amérique centrale. Cette
approche doit &tre accompagnée d’un certain nombre d’interventions raisonnées qui
permettent de diminuer la pression parasitaire afin de protéger et de conserver les

résistances sélectionnées.
IV 4.1 La résistance aux Meloidogvne

De nombreux travaux ont ét€ menés depuis 1970. Le tableau 3 résume la plus
grande partie de I'information disponible en Amérique latine. Les méthodologies utilisées
différent peun chez les différents auteurs. Notamment les échelles de notation (indices de
galles), toutes dérivées de celle établie par Taylor et Sasser (1978), sont proches et
permettent de faire des comparaisons entre résultats obtenus dans les différentes

expérimentations.

24



'q100T 17

12 puenIRg
¢ 1861 22d0T
9661 17 10 BIRIOIN
12 Zaajeduon) eO00T ©IY COLe] o iR
: L3861 ja pueIeg  HAD 8661
®000T 1Y (zooo) 1w EASEEE £ 1002 elraled
12 pueniog ¢ 1661 7 puenieg 19 ZOA[EOUOD) “Ip 12 OJANZUY 10 ZIA[EIU0D
zopueuIoH ("s19d 1 (L66T) (L661) £ 8861 1Y 9661 "1V 9661 1V L £661 18661 1Y
"UNUoD) euad ZOpUPUISH  ZSpURUIRH 12 ZoA[EAUOD) 12 ZOA[ESUOD) 72 ZIA[EDUOL)  ‘0IONZUY 12 B[[OIBAJIS  SOOURIRIN]
pvroydaupd
(gpsLra (90804 - (BSENd A (%sLId (%S (96001) ¥ ®ISNQOY D
LPH
¢ afenied SOPATIZP
xS ¢ d - &Y “d DUBISISY &d (909) 4 §o9u3T]
ardorpg. p
¢ amenred sofeAnes
xS 6 ) S 20UEISISAY tdH (90L) S S sadfjou9n
e
S S S S S S S S ‘RUME)  DOIQRID ")
([ts2rg np 3@
(JopeAres (1opeares) (IS (1s9140) (r1sexg)]  Bled Aens) 0p
np .ost) DLIDUILD 20uy 11 9oey soeyd siefosy) ‘dds SI919Jed 3p
-ds ‘audJoprojay  vpI1qUID "I W ppuSosuryy ppudoourpy vRuooury aukSoprojopy  vnSixa py  sadnorn sasadsy

ang nd e offe,nbiof aaneRI aouanbaiy 199
-g-sia ‘oune] Inbrpwy v ajqruodsip vioydaund °)

Juelsisal agyu-ayuefd ap 20ULSIXH =Y - S[qISUSS aoy-ajue(d =dH

(7007 ‘puBliag) 22uanbaij B[ 9p UOHRWNSA P sed = ;, ‘oINS
-aufSoprofapy op $203dsa sapedoutid sap siA
‘pa1qp.v *7) anbnauad aseq €] 3p suoheniead sojedpurid sop S1EINSYI SIP SAYPIULS © € NEIqE],



Revue bibliographique

A la lecture du tableau 3 on constate que I’exploration de la base génétique pour
leur résistance vis-d-vis des principales espéces de Meloidogyne est encore insuffisante.
Par exemple, le statut d’hote chez Coffea spp. pour M. paranaensis n’a pas été évalué. Les
évaluations vis-a-vis des espéces M. incognita, M. arabicida, M. arenaria sont
insuffisantes car elles ne permettent pas d’évaluer la fréquence des genes de résistance au
sein de Pespéce C. arabica (Bertrand, 2002). Seule la résistance vis-3-vis de 'espéce M.
exigua est bien connue. C’est pourquoi I’équipe « Physiologie et Génétique de la résistance
des plantes tropicales aux parasites » a choisi le couple M. exigua / caféier pour développer
une stratégie de sélection de variétés résistantes.

IV 4.2 Exploration des ressources génétiques du calé pour la résistance & M.

exicua

Tous les génotypes de C. arabica sont sensibles 3 M. exigua (Anthony ef al., 2002)
alors que des résistants ont été découverts dans I'espéce C. canephora (Curi et al., 1970 ;
Morera et Lopez., 1987 ; Chaverri, 1987). Plusieurs lignées dérivées de I'Hybride de
Timor présentent une résistance a M. exigua similaire a celle observée chez C. canephora.
Le transfert de la résistance de I"Hybride de Timor & C. arabica a fait ’objet de nombreux

travaux.

Le croisement de lignées dérivées de cet hybride avec des variétés commerciales
Caturra ou Villa-Sarchi a produit les variétés Catimor et Sarchimor présentant une
résistance similaire & celle de C. canephora. Comme les parents Caturra ou Villa-Sarchi
sont sensibles & M. exigua, Gongalves ef al. (1998) et Silvarolla et al. (1998) ont suggéré
que D'origine des geénes de résistance était C. canephora. Bertrand et al. (2001) ont
confirmé cette hypothése & la suite d’une étude moléculaire utilisant des marqueurs
d’introgression de génes de C. canephora.

1V 4.3 Etude de la transmission des caractéres de résistance et identification

de marqueurs moléculaires de la résistance

Les études génétiques sur les relations hotes/ M. exigua des plantes cultivées
révelent I’action d’un nombre limité de génes (Sidhu et Webster, 1981) et plus récemment
Roberts et al. (1996), sur Vigna unguiculata, Wang et Goldman (1996), sur la carotte ou
Cap et al. (1993), sur la tomate.

Concernant le café, Anzueto et al. (2001), suggérent I'existence de deux génes

complémentaires pour la résistance a M. incognita au Guatemala.
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L’étude de I'héritabilité de populations ségrégeantes F2 dérivant de croisements
entre des lignées introgressées résistantes et des accessions sensibles a permis de
déterminer le mode d’héritabilité de la résistance & M. exigua. Les ségrégations observées
en F1 et en F2 montrent Pexistence d’au moins un géne de résistance dominant (Bertrand
et al., 2001). Noir et al. (2002) montrent que la résistance a M. exigua est contrdlée par un
géne majeur désigné le locus Mex-1. La distribution des populations F2 selon leur Indice
de Galle (IG) suggere une dominance incompléte lors de I'expression de Mex-1. Ce géne
est le premier géne de résistance aux nématodes identifié sur le café.

Quinze marqueurs AFLP étroitement liés au géne Mex-1 ont été identifiés. Ce type
de marqueurs permettra & 'avenir une meilleure compréhension de I’expression des génes
de résistance afin de créer des variétés multirésistantes (Lashermes et al., 2001). Apreés la
localisation du geéne, il est possible d’envisager un clonage du géne de résistance et
d’étudier son expression chez d’autres plantes voire une introgression par transgenése aux
variétés sensibles. Dans ce cas on aura recours 3 ’ensemble du complexe d’espéces de
Coffea comme source de génes de résistance A transférer & 1’Arabica (Fernandez et al.,
2001 ; Lashermes et al., 2001).

V44 Les méthodes conventionrelles de Pamélioration généuique du

caféier

Les différentes stratégies de création de variétés résistantes & M. exigua permeitent
d’obtenir deux types de variétés ; « franc de pied » ou porte-greffes.

La contrainte majeure de la création variétale de porte-greffe est le cofit. Dans le
cas de "arabica, la technique de greffe hypocotylédonaire permet d’obtenir des plantuies
greffées a un cofit tres faible (0.02 USD). Cette conirainte écarte définitivement les
systémes basés sur des greffages tardifs de matériels végétal du genre bouture, ou le
greffage d’embryons somatiques (Bertrand, 2002).

» La sélection de variétés « franc de pied »

Dans le cas de peuplements mono-spécifiques, les vari€étés mono-résistantes sont

adaptées.

Parmi les lignées dérivées de P'Hybride de Tymor, il y en a peu qui peuvent étre
retenues comme variétés. Parmi les plus intéressantes a cet égard, figurent la variété
TIAPARS59 ou la lignée en voie de sélection T5296. S’il I'on ne peut pas utiliser directement
une lignée résistante dérivée de I’'HAT, il suffit de croiser une lignée de Catimor résistante
avec un géniteur sensible ou résistant.
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Au niveau Fl, on obtient, en fonction des géniteurs résistants, soit des
descendances immunes, soit des descendances qui présentent des résistances
intermédiaires (Bertrand, 2002).

La création de vari€tés multirésistantes se justifie lorsqu’il existe des peuplements
polyspécifiques de Meloidogyne ou bien pour des raisons économiques, afin d’éviter de
gérer un catalogue de variétés trop important. Pour une multirésistance A M. exigua et a M.
incognita du Guatemala, les génes de résistance sont apportés de fagon complémentaire par
les deux populations de Catimors et d’Ethiopiens. II est ainsi possible de créer des hybrides
F1 qui présentent les deux types de résistance. Il sera sans doute difficile de trouver des
lignées dérivées de I'HdT qui présenteront en méme temps de bonnes caractéristiques
agronomiques (et sensorielles) et des multirésistances. Les meilleures lignées sont au
mieux résistantes a un seul nématode (c’est le cas de TS5296 ou de IAPAR59) qui sont
résistantes a M. exigua mais sensibles a4 M. incognita ou 3 M .arabicida (Bertrand, 2002).

+ La sélection de variétés porte-greffes
Utilisation de lignées dérivées de I'Hybride de Timor

De la méme facon que précédemment, il y a lieu de distinguer la création des
variétés monorésistantes de celle des variétés multirésistantes. On peut envisager un
schéma de sélection généalogique qui aboutit a la création de lignées porte-greffe.
S’agissant d’une sélection pour le systéme radiculaire, on doit pouvoir assurer des sorties
variétales dés la fixation des génes de résistance (en pratique en génération F3 ou F4).
Outre le critere de résistance aux nématodes, il est possible de sélectionner également pour
la résistance a d’autres parasites telluriques comme les cochenilles (Garcia, 1991), mais
aussi pour la vigueur et pour 1'adaptation aux conditions agro-écologiques des zones de
production de C. arabica.

Utilisation de C. canephora ou d’espéces proches du complexe d’espéces

Cette stratégie fait appel aux especes voisines de C. arabica et de leur utilisation
directe comme porte-greffe ou aprés sélection. Au Guatemala, le greffage sur porte-greffe
de Robusta est trés efficace au champ vis-a-vis de Pratylenchus puisque la productivité
des plants greffés est multipliée par 4 en moyenne par rapport 4 celle du plant non greffé
(Villain et al., 2000).

Concernant la résistance & M. exigua, il est possible d’utiliser théoriquement
n’importe quel individu de C canephora. Concernant M. arabicida, cette méme espéce est

¢galement résistante.
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Cependant, afin de résoudre globalement les principaux problémes liés aux
nématodes Meloidogyne en Amérique Centrale, une variété multirésistante a &té
développée. 1l s"agit de la variété ‘Nemaya’ qui est tésistante 3 M. incognita du Guatemala
et a M. sp du Salvador (Bertrand et al, 2000a: Anzueto et al., 2001). Elle présente
également un bon niveau de résistance aux nématodes Pratylenchus (Villain, 2000).

V.45 Les marqueurs moléculaires, un nouvel outil pour 'amélioration

génétique du café

Les marqueurs moléculaires permettent de contourner les limites des méthodes
conventionnelles de 1'amélioration génétique du café (Lashermes P. er al., 2000). La
sélection se base sur la présence de marqueurs étroitement liés aux génes d’intéréts. Cette
méthode de sélection présente plusieurs avantages, en particulier la possibilité de faire une
sélection précoce in vivo sur un grand nombre de plantes, de réduire Ie nombre de cycles
de sélection nécessaires pour restaurer la qualité du café et de sélectionner plusieurs
caracteres en une seule étape. Ce type de marqueurs permettra 3 I’avenir une meilleure
compréhension de I'expression des génes de résistance et par conséquent, des mécanismes
de résistance intervenants dans le cadre d’une interaction caféier/M. exigua.
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I. MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal étudié appartient aux espéces Coffea arabica et C. canephora.

Pour C. arabica, il s’agit de deux variétés qui ont été préalablement caractérisées pour
leur résistance & M. exigua, cv. Caturra (sensible) et cv. JAPARSY (résistant) et de cing
populations F2 (cv. I[APAR x sauvages sensibles).

Les plantes sont disposées en chambre de culture et/ou en serre :

- Chambre de culture : contrdle de la température 25°C, HR 75 %, photopériode 18 h
de jour et 6 h de nuit, éclairage 1900 lux, artosage et fertilisation manuels (respectivement 3
fois/semaine et Sml de solution Hoagland, Annexe 5, 1 fois/semaine).

- Serre : arrosage automatique 5 mn de nébulisation/jour, fertilisant foliaire.

I. METHODES UTILISEES

11.1 Préparation de 'inoculum de Meloidogyne exigua et inoculation des caféiers

~

L’inoculum utilisé, de M. exigua, provient d’une population pure obtenue 2 partir
d’une masse d’ceufs et contrdlée par étude du profil estérasique. 1l est maintenu sur culture de
cv. Caturra en serre (arrosage automatique 5 mn de nébulisation/jour, fertilisant foliaire) dans
des pots plastiques de 350 ml.

Les larves de deuxiéme stade sont extraites des racines selon les méthodes de
nébulisation (voir chapitre 11.3.1) et/ou de « Maceration-Filtration » (Annexe 6).

Afin de calibrer la taille de I'inoculum, cinq aliquots de 5 ml sont déposés sur une
plaque de comptage (modéle IRD, récipient en plexiglas translucide de 5 ml, divisé en 450
cellules) et comptés. La concentration est ajustée par dilutions successives.

L’inoculation est réalisée soit directernent en pots (en trois points) soit sur des racines

a découverts (en dix points d’inoculation).
I1.2 Evaluation de la résistance par Plndice de Galle (IG)

Cette évaluation s’effectue trois mois apreés 'inoculation des caféiers. Les plantes sont
divisées en 6 classes selon le nombre de galles de leur systéme racinaire (Tableau 4) (Anthony
et al., 2002).
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Tableau 4 : Correspondances entre le nombre de galles d’un systdme racinaire et son IG
(Anthony et al., 2002).

Nombre de gailes Indice de Galle (IG)
0 0
1-2 I
3al10 2
11a30 3
31 a 106 4
>100 5

11.3 Méthodes d’extraction des nématodes

13,1 Extraction des nématodes par nébulisation (Scinhorst, 1950)

a

Le systéme racinaire de chaque plante est lavé a ’eau courante, puis découpé en
morceaux de 2 cm environ et placé sur un tamis (maille 2 mm). Celui-ci est déposé sur un
entonnoir qui débouche sur un flacon. L.’ensemble est disposé dans une chambre d’asperseur,
dans laquelle un brouillard continu se dépose sur les racines, se condense en gouttes qui
entrainent les nématodes au fond du flacon (Figures 9). Les dénombrements s’effectuent a 7 et
14 jours. L’eau recueillie du flacon est passée sur un ensemble de 4 tamis: 1 de 250 pm
(élimination des débris végétaux) et 3 de 53 um. Les nématodes sont récupérés dans un tube a
essai aprés ringage des 3 tamis de 53 pm.

Cette méthode permet d’extraire les larves vivantes au stade juvénile J2. Elle est
utilisée pour la préparation d’inoculumns et pour déterminer la quantité de nématodes extraits

d’un systéme racinaire.

11.3.2 Extraction des nématodes & "hypochlorite (Hussey et Barker, 1973)

Les racines des plantes sont lavées a4 'eau courante puis coupées en morceaux
d’environ 2 cm. Afin de détacher les ceufs situés & ’intérieur des galles, les racines sont
déposées dans un erlenmeyer, recouvertes d’une solution aqueuse d’hypochlorite de sodium
(2 1.5 %), et agijtées pendant 4 min. Puis, le contenu de I’erlenmeyer est versé sur trois tamis
successifs de mailles décroissantes (250, 45 et 32 pm) et rincé abondamment 4 I’eau.
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Les ceufs sont retenus sur le dernier tamis et transférés avec de ’eau distillée dans un
tube a essai.

Apres 24 h de décantation, le volume des tubes est ajusté par aspiration du surnageant.
Les ceufs sont alors colorés par I'addition de 2 gouttes de fuschine acide puis portés a
ébullition.

L’extraction 2 I’hypochlorite est utilisée pour calculer la quantité de nématodes
extraits d’un systéme racinaire.

It 3.3 Comptage des nématodes

Apres I’extraction, les systémes racinaires des caféiers sont recueillis, séchés dans une
étuve & 40°C pendant 48 heures et pesés.

La quantité de nématodes extrait est évaluée sur une plaque de comptage (voir chapitre
IL1) a partir d’un aliquot de 5 ml. Les analyses statistiques sont réalisées sur deux variables ;
le nombre de nématodes (nombre de nématodes/g de Matidre séche) et/ou le taux de
muitiplication (Taux de multiplication = quantité extraite/quantité inoculée).

I1.4 Coloration d’échantillons racinaires par la fuchsine acide

Les fragments racinaires sont déposés dans un Becher, recouverts de 70 ml
d’hypochlorite de sodium (1,5 % NaCl) et agités pendant 4 min afin de déstructurer la
membrane pectocellulosique et faciliter la pénétration du colorant. Aprés trois rincages, ils
sont placés dans un Becher rempli d’eau distillée pendant 15 min. Ensuite les fragments sont
transférés dans un Becher contenant 20 ml d’eau distillée et 1 ml de colorant (3,5 g fuschine
acide, 250 ml acide acétique, 750 ml eau distillée), le tout est porté a ébullition pendant 30
secondes. Apres refroidissement 3 température ambiante, |'excés de colorant est éliminé par
rincage A I'eau.

Le matériel racinaire est fixé dans 30 ml de glycérol, acidifié par quelques gouttes
d’acide chlorhydrique 5N, porté a ébullition et refroidi. Les fragments racinaires sont alors
étalés et observés au stéréomicroscope entre lame et lamelle.

Par cette coloration, les nématodes apparaissent en rose, le tissu végétal demeure
incolore (Byrd et al., 1983).

I1.5 Analyses statistiques des données

On vérifie I’'homogénéité des variances des différentes variables qui seront analysées
par un test de Leven. Pour le taux de multiplication et le nombre de nématodes on a du
réaliser une transformation (log (x+1)) afin de rendre les variances homogeénes.

Les effets entre les facteurs {substrat utilisé, IG, méthode d’extraction) et les variables
(taux de multiplication, % de plantules a un stade physiologique donné) sont mis en évidence
par des analyses de variance a un ou deux facteurs selon le dispositif.
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La comparaison des moyennes (taux de germination, nombre de nématodes extraits)
par le test de Newman et Keuls permet de définir des groupes de moyennes statistiquement
homogenes.

Les relations entre variables sont étudides par leur corrélation. L’intérét de ces
relations pour prédire une variable est précisé par la méthode de [a régression linéaire (NG/IG,
RI/R1+R2, NG/R1).

Par convention, les résultats des analyses de variance et des corrélations sont notés :

- significatifs : * p<0.05,

- hautement significatifs : ** p<0.01

- trés hautement significatifs : *** (p<(0.001),

- non significatifs : ns.

III. DISPOSITIFS EXPERIMENTAUX

Compte tenu de la durée de germination et de développement des caféiers (passage du
stade graine au stade deux paires de feuilles en deux mois) on travaille sur du matériel
préalablement semé. Le choix de plantes d’8ge différent est réalisé en fonction des objectifs
de l'essai. Ces considérations ainsi que la disponibilité limitée de la salle climatique
expliquent que les données recueillies proviennent de plusieurs essais.

Le niveau d’inoculation des plantes est ajusté en fonction des objectifs de I’essai, de la
technique d’inoculation et de la quantité de nématodes disponibles. En effet, les extractions
sont réalisées sur des plantes préalablement inoculées (gestion du stock de ces plantes
« réservoir ») et les méthodes utilisées ne permettent pas de prévoir précisément fa quantité de

M. exigua qui pourra étre recueillie.
II1.1 Essai 1

Cet essai regroupe plusieurs objectifs :

- la mise en évidence de I'influence du substrat de culture des caféiers sur leur
développement,

- I’observation de la physiologie du développement de M. exigua chez des plantes
résistantes (cv. IAPARS59) et sensibles (cv. Caturra),

- l'influence du développement des caféiers sur ['expression de la résistance
(physiologie du développement du nématode, nombre de galles, nombre de nématodes des

racines et apparition de zones nécrosées).
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» Présentation du matériel végétal

Deux cultivars de C. arabica, cv. Catura et cv. JAPARSY, sont utilisés pour cet essai.
120 graines de C. arabica sont semées (en chambre de culture) & cinq dates différentes
(17/01/02, 27/01/02, 4/02/02, 14/02/02 et 25/02/02) dans deux milieux de culture.

sable (30 individus)
60 cv. Caturra
\ % terre, Y4 sable (30 individus)

60 cv. IAPARS _____—ysable (30 individus)
\ % terre, Y4 sable (30 individus)

Date x : 120 plants

e Sélection du matériel A inoculer et inoculation

On remarque une forte hétérogénéité dans le développement des plantules d’une méme
date de semis. Il est donc décidé de regrouper les caféiers selon leur stade physiologique avant
inoculation (cotylédons ouverts, 1° paire de feuilles étalées, 2¢ paire de feuiiles étalées et 3°
paire de feuilles étalées).

Les plantes en pots sont inoculées directement en trois points d’inoculation i raison de
3000 juvéniles/plante

» Méthodes d’observation

Suivi de la germination et de la croissance

L’évolution de la germination des graines et de la croissance des plantules est
observée a trois dates : 18/04/02, 15/05/02 et 11/06/02.

Les caféiers sont répartis en 8 classes selon leur développement :

- apparition de la radicelle,

- cotylédons collés ou stade « petit soldat »,

- cotylédons ouverts,

- 1° paire de feuilles collées,

- 1° paire de feuilles étalées,

- 2° paire de feuilles collées,

- 2° paire de feuilles étalées,

- 3° paire de feuilles étalées.
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Observations histologiques

Elles consistent & prélever les extrémités racinaires (2/3 mm) qui sont susceptibles de
contenir des nématodes. Les prélévements sont plus ciblés lorsque un renflement est visible 3
I’apex. Les plantes sont dépotées soigneusement et les racines sont lavées doucement 2 I’eau
courante par trempage. Une fois le prélevement effectué, elles sont rempotées.

Quatre extrémités racinaires pour le stade cotylédons ouverts et huit autres pour les
stades restants sont colorées a la fuschine entre T+3 et T+32 (10 prélévements).

Evaluation aprés extraction par nébulisation

Cing semaines aprés inoculation, on compte le nombre de galies et on estime le

nombie de juvéniles extrait.

1.2 Essai 2

Cet essai est effectué dans le but de comparer deux méthodes d’extraction des
nématodes ; la nébulisation et I"hypochlorite.

I est réalisé sur des caféiers (cultivés en serre) se trouvant au méme stade
physiologique (deux paires de feuilles) mais possédant des IG différents : 14 plantes d’IG 2
(cv. IAPARS9), 14 plantes d’IG 3 (cv. Caturra) et 14 plantes d’IG 5 (populations F2 de C.
arabica).

Les plantes sont inoculées directement en pots avec 860 juvéniles/plants (en trois
points d’inoculation).

Cing semaines aprés inoculation les systémes racinaires des plantes sont prélevés,
lavés a I’eau courante, pesés et divisés en 2 partie égale. Les 2 moitiés sont alors sournises 2 2
méthodes différentes d’extraction, par hypochlorite et par nébulisation.

II1.3 Essai 3

Cet essai, dont le but est de caractériser les relations entre 1'IG, le nombre de galles et
le nombre de nématodes, est effectué sur 108 plantes F2 se trouvant au stade physiologique
deux paires de feuilles et cultivées en serre.

Les plantes sont inoculées directement en pots avec 860 juvéniles/plants (en trois
points d’inoculation).

L’évaluation du matériel végétal est effectuée trois mois aprés inoculation. Les plantes
sont divisées en fonction de leur IG. Les systdmes racinaires de 30 plantes / IG (pour les IG 2,
3 et 4)etde 18 autres d’IG 5 sont alors prélevés, lavés a ’eau courante et soumis & la méthode

d’extraction par nébulisation.
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IH.4 Essai 4

L’essai 4 a pour objectif d’étudier le comportement du nématode sur des caféiers
résistants et sensibles tant au niveau de la physiologie de leur développement que de leur
capacité a engendrer des zones nécrosées.

Les racines sont lavées & I'eau courante puis chaque plante est posée 2 plat sur un
plateau couvert de papier filtre humide de maniére & ce que son systéme racinaire soit bien
étalé pour faciliter I'inoculation et le prélévement. Afin de limiter leur desséchement, les
racines sont alors recouvertes de papier {iltre humide.

Dix points d’inoculation sont repérés au moyen de photographies des systdmes
racinaires (Figure 10). Chaque point d’inoculation recoit 100 J2 soit un total d’environ 1000
juvéniles/plante, Trois extrémités racinaires (fragments de 3 mm) sont prélevées entre 5 et 23
jours apres inoculation, colorées 2 la fuschine acide et observées sous stereomicroscope,

IT1.5 Essai 5

L’essai 5 présente le méme objectif que Pessai 4.

Cet essai utilise 15 plantes de cv. Caturra et 15 plantes de cv. IAPARS9 se trouvant au
stade 2 paires de feuilles et cultivées en chambre de culture. Les caféiers en pots sont inoculés
directement & raison d’environ 6000 juvéniles/plante.

Trois extrémités racinaires (fragments de 3 mm), susceptibles d’étre infestées par les
nématodes, sont prélevées entre 3 et 53 jours apres inoculation. Lorsque les renflements et les
galles sont visibles, ils permettent un prélévement plus ciblé. Les plantes sont dépotées
soigneusement et les racines sont lavées doucement A I’eau courante par trempage avant
prélevement puis elles sont rempotées. Les fragments sont colorés a la fuschine acide et

observés sous stereomicroscope.
H1I. 6 Essai 6

L’essai 6 présente le méme objectif que I’essai 4.
15 plantes de cv. Caturra et 15 de cv. IAPARS9, au stade 2/3 paires de feuilles
(cultivées en chambre de culture) sont inoculées directement en pots & raison de 4000

juvéniles/plante environ.
I’ observation du matériel végétal est similaire 2 celle réalisée pour I’essai 5.

L7 Essai 7

L’essai 7 présente le mé&me objectif que 1’essai 4.

50 plantes de C. canephora se situant au stade 3 paires de feuilles (disposées en serre)
sont inoculées directement en pots avec environ 5700 juvéniles/plante. L’observation du
matériel végétal est similaire i celle réalisée pour I’essai 5.
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Figure 9 a: La chambre d’asperseur utilisée Figure 9 b: La méthode d’extraction par

pour Pextraction par nébulisation. Dépdt d’un nébulisation. Le systéme racinaire découpé est placé

brouillard continu sur les racines sur un tamis, lui-méme déposé sur un entonnoir qui
débouche sur un flacon

Figure 10: Préparation des planies pour



PARTIE III : RESULTATS
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Résuliats

Les résultats ont été groupés en cinq activités principales de recherche pourlllel.zr L
présentation. La premiére activité concerne la germination et la croissance de caféiers sur
deux substrats de culture. La deuxiéme activité est une comparaison de deux méthodes
d’extraction des nématodes, couramment employées en Nématologie. Les deux dernitres
activités traitent des différences de comportement du nématode sur des caféiers résistants et

sensibles, puis chez de jeunes caféiers.

I. INFLUENCE DU SUBSTRAT DE CULTURE SUR LE
DEVELOPPEMENT DES CAFEIERS

Les analyses de variance réalisées pour chacune des trois dates d’évaluation espacées
d’un mois ne montrent pas d’effet significatif du substrat et de la variété sur les taux de
germination. De méme, aucune interaction n’est trouvée entre ces deux facteurs. On note juste
un effet de la date de semis sur la germination (Tableau 5). Les graines semées le 17/01 ont un
taux de germination significativement plus faible (0,17) que celles semées les 27/01, 02/02,
14/02 et 25/02 (environ 0,70). Les données brutes (Annexe 7) montrent que la mauvaise
germination du 17/01 est due aux graines de cv. Caturra dont aucune n'a germé. Les données
de cette date de semis ne seront donc pas prises en compte dans les analyses statistiques
ultérieures sur la croissance et le développement des plantes.

Tableau 5 : Effet de la date de semis sur le taux de germination des graines (essai 1). Les
lettres «a» et «b» accolées aux taux de germination font référence aux groupes de
moyennes déterminés par le test de Newman-Keuls (p < 0,05).

Dates de semis Taux germination
17/01/02 0,17 a
27/01/02 071 b
02/02/02 0,68 b
14/02/02 0,67 b
25/02/02 0,67 b

Les données de croissance et de développement, recueillies lors de la demnigre
évaluation (11/06), réveélent des différences significatives entre variétés et hautement
significatives entre substrats (Tableau 6). Aucune interaction n’est observée entre ces deux

facteurs.
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Tableau 6 : Analyse de la variance du pourcentage de plantules ayant de une 2 trois paires de
feuilles (stades 5, 6, 7 et 8 de développement) le 11/06/02 (essai 1).

Sources de Degrés de F Niveau de
variation liberté signification
Variétés | 13,84 *
Substrats 1 19,24 ik
Variétés x Substrats 1 0,003 ns

A la derniére date d’évaluation, les plantules ayant de une & trois paires de feuilles sont
deux fois plus nombreuses chez cv. Caturra (62%) que chez cv. IAPARS59 (34%) (Figure 11).
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Figure 11 : Pourcentage de plantules de cv. JAPARS9 et de cv. Caturra présentant de une a
trois paires de feuilles (stades physiologiques 5, 6, 7, 8) a trois dates d’évaluation (essai 1).
Date 1 : 18/04/02, date 2 : 15/05/02, date 3 : 11/06/02

Les caféiers cultivés sur le substrat % terre et Y4 sable se développent plus vite que sur
sable seul (Figure 12). Lors de la demiére évaluation (11/06), ils étaient deux fois plus
nombreux 2 posséder au moins une paire de feuilles sur le mélange % terre et % sable (64%)
que sur le sable (32%) Le sable semble affecter négativement le développement des caféiers a
partir de 1a 2° date d’évaluation (15/05).
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Figure 12 : Pourcentage de plantules de cv. IAPARSY et de cv. Caturra présentant de une 2
trois paires de feuilles (stades physiologiques 5, 6, 7, 8) a trois dates d’évaluation (essai 1).
Date | : 18/04/02,‘date 2 15/05/02, date 3 : 11/06/02.

II. COMPARAISON DE DEUX METHODES D’EXTRACTION DES
NEMATODES

Le taux de multiplication des nématodes différe significativement selon I'indice de
galles et la méthode d’extraction comme le montre 1’analyse de la variance réalisée avec deux
criteres de classification (Tableau 7). Une interaction significative est également mise en
évidence entre l'indice de galles et la méthode d’extraction utilisée, c’est-a-dire que
’efficacité d’une méthode d’extraction varie selon I’indice de galles pour lequel elle est

appliquée.

Tableau 7 : Analyse de la variance du taux de multiplication en fonction de I'indice de galles
(G 2, 3 et 5) et de la méthode d’extraction (hypochlorite ou nébulisation) (essai 2). La
variable «taux de multiplication» a été préalablement transformée en Log(x+1) pour

homogénéiser les variances.

Sources de variation  Degrés de liberté F Niveau de signification
IG 2 36,35 *
Méthodes 1 89,73 *
1G x Méthodes 2 26,56 *

Aprés une extraction par nébulisation, le nombre de nématodes extraits chez les
plantes d’IG 3 et 5 est respectivement cinq et six fois supérieurs a celui des plantes d’IG 2
(Figure 13).
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Aprés une extraction par hypochlorite, les écarts sont encore plus grands, avec 14 et
150 fois plus de nématodes chez les plantes d'IG 3 et 5 que chez les plantes d’IG 2. 11 est
important de noter que, pour chaque indice de galles étudié, les extractions par nébulisation
permettent une meilleure extraction des nématodes que par 1’hypochlorite.

Taux de m ulipheaton
[an] e b L 1Y w [e

2 3 5
Elnébulsatpn | hdice de galles des cafdiers
i H ypochbrie

Figure 13 : Taux de multiplication des nématodes sur des caféiers d’indice de galles 2, 3 et 5,
calculés aprés une extraction par nébulisation et par hypochlorite (essai 2). Les barres

verticales visualisent I’écart type.

Les données brutes (Annexe 8) permettent de préciser I'interaction entre I'indice de
galles et la méthode d’extraction, mise en évidence par I’analyse de la variance 4 deux critéres
de classification (Tableau 7). La nébulisation permet des extractions 30 et 44 fois plus élevées
que I"hypochlorite pour des plantes d’IG 2 et 3 respectivement, alors quelle est seulement 1,4
fois supérieure pour des caféiers d’IG 5.

Enfin, deux analyses de la variance sont effectuées pour étudier les variations du taux
de multiplication des nématodes chez des caféiers d’indice de galles 2 et 3. Les données sont
transformées en Log(x+1) afin d’homogénéiser les variances. Les différences sont trés
hautement significatives (F = 36,07, ***) entre les taux de multiplication calculés pour les
plantes d'IG 2 et 3 aprés une extraction par nébulisation. En revanche, aucune différence
significative n’est trouvée aprés une extraction par hypochlorite (F = 2,20, ns).

III. RELATIONS ENTRE L’INDICE DE GALLES, LE NOMBRE DE
GALLES ET LE NOMBRE DE NEMATODES

Des corrélations significatives sont trouvées entre I'indice de galles, le nombre de
galles et Ies nombres de nématodes extraits aprés une et deux semaines de nébulisation
(Tableau 8 et Annexe 9).
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Les corrélations sont trés hautement significatives entre le nombre de galles et I'indice

de galles (r = 0,87), et entre le nombre de nématodes extraits au bout de 7 ou 14 jours et le

nombre total de nématodes extraits. Les corrélations sont moins fortes entre le nombre de
nématodes extraits au bout d’une semnaine (R1) et 'indice de galles ou le nombre de galles,

respectivement 0,45 et 0,38.

Tableau 8: Corrélations entre 'indice de galles, le nombre de galles, le nombre de
nématodes extraits au bout de 7 jours de nébulisation (R1) et de 14 jours (R2), et le nombre
total de nématodes extraits (R1+R2) (N = 90) (essai 3).

Indice de galles  Nombre galles R1 R2 RI+R2
Indice de galles i (0,87 #*% 0,45 # 0,31* 0,40 *
Nombre galles 1 0,38 * 0,27 * 0,35 *
RI 1 0,83 ##* 0,96 #**
R2 | 0,95 ##*
R1+R2 1

Une régression linéaire indique que le nombre de nématodes comptés au bout d’une

semaine de nébulisation permet une trés bonne estimation du nombre total de nématodes
extraits (R2 ajusté = 0,98) (Figure 14).
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Figure 14 : Régression linéaire du nombre de nématodes extraits au bout de 7 et 14 jours de
nébulisation (R1+R2) en fonction du nombre de nématodes extraits au bout de 7 jours R1
(essai 3). Les nombres de nématodes sont rapportés par gramme de matiére séche du systéme

racinaire,
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La prédiction du nombre de nématodes extraits aprés 7 jours de nébulisation par le
nombre de galles est nettement moins bonne que pour le couple de variables précédent (R
ajusté = 0,52) (Figure 15).
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Figure 15 : Régression linéaire du nombre de nématodes extraits aprés 7 jours de nébulisation
(R1} en fonction du nombre de galles (essai 3). Le nombre de nématodes est exprimé par

gramme de matiére séche du systéme racinaire.

Le nombre total de nématodes extraits par nébulisation augmente logiquement en
fonction de I'indice de galles des caféiers considérés (Figure 16). Il est 1,1, 2,6 et 8 fois plus
important pour les plantes d’1G 2, 3 et 4 que pour celles d’IG 1.
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Figure 16 : Nombre total de nématodes extraits en fonction de 1'indice de galles, exprimé par
gramme de matiére séche du systtme racinaire (essai 3). Les barres verticales visualisent

I'écart type.
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Le nombre de nématodes extraits est significativement différent selon les indices de
galles (F = 17,52, *). Cependant, la comparaison des moyennes ne permet pas de distinguer
les nombres de nématodes extraits chez les plantes d’IG 3 et 4 (Tableau 9).

Tableau 9 : Nombre moyen de nématodes extraits en fonction de 1’indice de galles, exprimé
en gramme de matiére séche du systéme racinaire (essai 3). La variable est transformée en
Log (x+1) pour la comparaison des moyennes par le test de Newman-Keuls (p < 0,05).

Indice de galles Nombre de nématodes  Variable transformée
2 7.014 a
3 12.766 b
4 18.275 b
5 39.641 C

IV. COMPORTEMENT DU NEMATODE SUR DES CAFEIERS
RESISTANTS ET SENSIBLES

Les données sur le comportement du nématode sur plantes résistantes et sensibles sont
recueillies dans quatre essais qui présentent des protocoles et des dispositifs différents. Il n’est
donc pas possible de comparer les résultats des essais entre eux (Annexe 10). En revanche, il
est possible de les utiliser pour préciser la cinétique de la pénétration et du développement du
nématode ainsi que pour mettre en évidence des différences de comportement du nématode
sur plantes résistantes et sensibles.

IV.1 Comportement de M. exigua chez C. arabica cv. IAPARS59 et cv. Caturra

Des juvéniles sont observés rapidement dans les racines de cv. Caturra et cv.
TAPARS9, dés le 3° jour aprés inoculation (Tableau 10). Dans les quatre essais considérés, le
pourcentage de pénétration des juvéniles est toujours plus élevé chez cv. Caturra que chez cv.
IAPARS59 (Figure 17). 1l est 8 fois plus important pour I’essai 1, 3,7 fois pour I'essai 4, 5,8
fois pour ’essai 5 et 2,7 fois pour 1’essai 6.

Des galles sont observées dés le 3° jour aprés inoculation chez cv. Caturra et aprés le
6° jour chez cv. IAPARS59 (Tableau 10). Les galles rencontrées chez cv. IAPARS9 sont
toujours plus petites et moins nombreuses que chez cv. Caturra,

L’apparition de femelles est synchrone chez cv. Caturra et cv. IAPARS9, 10 jours
apres inoculation, (Tableau 10). Leur nombre est beaucoup plus faible chez cv. IAPARS9 (<
3) que chez cv. Caturra (= 13).
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Tableau 10 : Cinétique de la pénétration et du développement de M. exigua dans les racines

de cv. IAPARSO et cv. Caturra dans quatre essais. Les dates sont données en nombre de jours

apres I’inoculation (T).

Essai Cultivar Observation de  Observation de  Observation de
juvéniles renflements femelles
| Caturra T+3 T+3 T+10
[APARS59 T+3 T+6 T+11
4 Caturra T45 T+15 T+15
IAPARS9 T+7
5 Caturra T+5 Te11 T+10
{APARS5S T+5 T+13 T+14
6 Caturra T+4 Ta47 T+21
IAPARS9 T+4 T+10 T+17
g 8-
o]
o
;
~
.
o
fi}]
T
ae
1 4 5 6
ElCaturra © BPAR | Num éro de lessai

Figure 17 : Pourcentage de pénétration des juvéniles chez cv. Caturra et cv. IAPAR dans les

essais 1,4, 5 et 6.

1V.2 Comportement de M. exigua chez des caféiers C. canephora résistants

Des juvéniles sont observés dans les racines de C. canephora trois jours aprés
inoculation, comme chez C. arabica ev. Caturra et cv. IAPARS59. Des renflements sont
visibles au 7° jour. Des femelles ont été vues au 32° jour.
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IV.3 Observation cytologique de la réaction de résistance et durée de son
expression

Les colorations a la fuschine acide sur les racines de caféiers des essais 4, 5 et 6
permettent de metire en évidence une différence histologique entre cv. Caturra et cv.
IAPARS9 apres la pénétration des nématodes. Des zones foncées s’apparentant 2 des cellules
nécrosées sont observées autour des juvéniles situés au niveau du cortex racinaire de cv.
TIAPARS59 alors qu’elles sont absentes chez cv. Caturra (Figures 18 a et b). Ces zones foncées
autour des juvéniles ayant pénétré les racines de cv. IAPARS9 sont visibles entre le 5° et le

24° jour apres inoculation.
IV.4 Caractérisation du phénotype de la résistance

Des exturémités racinaires (3 fragments de 3 mm) sont prélevées, fixées
(glutaraldéhyde a 2,5 % dans tampon cacodylate 2 0,1 M, pH 7.2) et envoyées 2 Montpellier
afin d’étudier le phénotype de la résistance. Les résultats des observations au microscope
€lectronique seront connus au début de ’année prochaine.

Les fixations sont effectuées entre T+4 et T+19 (9 dates de prélévements) pour les

essais 3 et 6.

V. INFLUENCE DU DEVELOPPEMENT DES CAFEIERS SUR LE
COMPORTEMENT DU NEMATODE

V.1 Comportement du nématode aux stades précoces de développement des

caféiers

Chez cv. Caturra, un nombre élevé de juvéniles est observé dans les racines des
plantes qui possédent de une 4 trois paires de feuilles alors qu’il est beaucoup plus faible chez
les plantes au stade cotylédonaire (Figure 19 et Annexe 11). Aucun nématode n’est trouvé
chez cv. IAPARS9Y avec les cotylédons étalés. Le nombre de juvéniles est nettement plus
faible chez cv. IAPARS9 que chez cv. Caturra. Le nombre maximum de juvéniles est observé
chez cv. Caturra avec la premiére paire de feuilles étalée (96 juvéniles) et chez cv. IAPAR59
avec trois paires de feuilles étalées (12).
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a° Zones nécrosées autour de plusieurs b- Zones nécrosées autour de
juvéniles, 5 jours aprés inoculation chez cv juvéniles, 5 jours aprés inoculation
TAPARS9 (essai 5) G- x 50 [APARSO (essai 5) G x 125

plusieurs
chez cv

¢ ' Zones nécrosées autour d’un juvénile, 6
jours apres inoculation chez cv TAPARSY, une
paire de feuilles (essai 1) G x 50

d - Juvénile proche du cylindre central, 12 jours
apres inoculation chez cv Caturra G- x 125

Figures 18 : Observations histologiques de racines de cv. IAPAR et de cv.

Caturra
inoculées par M. exigua (coloration a la fuschine acide)
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Figure 19 : Nombre de juvéniles observés dans les racines de cv. Caturra et cv. JAPARS9 2
quatre stades de développement (essai 1). Stade 1 : cotylédons étalés, stade 2 : une paire de
feuvilles étalée, stade 3 : deux paires de feuilles étalées, stade 4 : trois paires de feuilles étalées,

Aucune femelle n’a €té rencontrée chez les caféiers au stade cotylédonaire. Le nombre
de femelles est maximum chez cv. Caturra & une paire de feuilles étalée (33 femelles
observées) et chez cv. JAPARS9 a deux paires de feuilles étalées (10) (Figure 20).
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Figure 20 : Nombre de femelles observées dans les racines de cv. Caturra et cv. IAPARS9 2
quatre stades de développement (essai 1). Stade 1 : cotylédons étalés, stade 2 : une paire de
feuilles étalée, stade 3 : deux paires de feuilles étalées, stade 4 : trois paires de feuilles étalées.
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V.2 Estimation du nombre de galles et de nématodes aux stades précoces de
développement des caféiers

Les analyses de la variance du nombre de galles et du nombre de nématodes extraits
par nébulisation ne révélent pas de différence significative entre cv. Caturra (respectivement F
= 1,5 et 1,1) et cv. IAPARS9 (respectivement F = 0,7 et (,8) avec une, deux ou trois paires de
feuilles (Annexe 12).

V.3 Observations cytologiques aux stades précoces de développement des caféiers

Des zones foncées sont observées chez cv. IAPARSY & une paire de feuilles étalée, six
jours aprés inoculation. Elles sont aussi présentes aux stades suivants de développement, a
deux et trois paires de feuilles (Figure 18 c).
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I. MISE AU POINT D’UN PROTOCOLE D’EVALUATION DE LA
RESISTANCE DU CAFEIER A MELOIDOGYNE EXIGUA

1.} Choix du substrat de culture des caféiers

Les deux substrats utilisés dans cette étude n’ont pas d’influence sur le taux de
germination des graines de cv. IAPARS9 et cv. Caturra alors qu’ils interviennent sur la
croissance des plantules des deux cuitivars. Les caféiers se développent plus rapidement sur
un substrat constitué de % de terre et d’V de sable que sur du sable pur. La présence de terre
dans Ie substrat favorise donc la croissance du caféier aux premiers stades de développement.
Cependant, le sable facilite les opérations de dépotage, lavage minutieux des racines et
rempotage, qui sont employées pour compter le nombre de galles et extraire les nématodes,
ainsi que pour réaliser des prélévements pour les observations histologiques. I} faut donc
trouver un compromis qui permette un bon développement et une manipulation optimale des
systémes racinaires. Il serait intéressant d’essayer un substrat constitué pour moitié de terre et
sable, voire % sable et 4 teire.

Les données de I'étude ont également mis en évidence une différence de vitesse de
croissance entre cv. Caturra et cv. JIAPARS9, les plantules de cv. Caturra se développant plus
vite que celles de cv. IAPARS9. Pour pouvoir réaliser des expérimentations avec des plantules
de ces cultivars aux méme stades de développement, il est nécessaire de semer les graines de
cv. IAPARS9 un mois avant celles de cv. Caturra.

1.2 Analyse critique des évaluations basées sur I'indice de galles (IG)

"

L’indice de galles, qui comprend six classes, est défini & partir du comptage du
nombre de galles présentes sur le systéme racinaire des caféiers, trois mois aprés leur
inoculation. Ce criteére d’évaluation est facile d’utilisation car il est visuel et ne nécessite pas
d’équipements particuliers pour son observation. Il permet d’évaluer rapidement un grand
nombre de plantes. Bertrand e al. (2001) considérent que les plantes d’IG 0, 1 et 2 (£ 10
galles) sont résistantes tandis que celles d’IG 3, 4 et 5 sont sensibles (> 10 galles). Mais
I’analyse d’une population ségrégeante F2 a montré que des marqueurs moléculaires liés au
gene de résistance Mex-1, identifiés par Noir er al. (2002), sont présents chez des caféiers
d’IG 3 (Anthony, communication personnelle). La détermination des plantes résistantes sur le
seul critére de posséder 10 galles au maximum apparait donc arbitraire.

Nos résultats confirment cette critique. L’indice de galles est certes fortement corrélé
au nombre de galles (r = 0,87) mais il ne Pest que faiblement avec le nombre de nématodes

extraits aprés une semaine de nébulisation (r = 0,45).

50



Discussion

La valeur de ce comptage est d’ailleurs peu fiable pour prédire I'indice de galles. En
particulier, il n’est pas possible de distinguer statistiquement les nombres moyens de
nématodes extraits chez les plantes d’IG 3 et 4. Il n’est donc pas possible de distinguer les
plantes de ces deux indices de galles par le nombre de nématodes. La faible relation entre
I’indice de galles et le nombre de nématodes peut s’expliquer par la présence de grosses galles
chez les plantes d'IG 3, 4 et 5, susceptibles de renfermer les masses d’ceufs de plusieurs
femelles. II faudrait donc tenir compte de la taille des galles, en plus de leur nombre, pour
améliorer 'intérét de V'indice de galles comme critére d’évaluation de la résistance.

1.3 Choix de la méthode d’extraction des nématodes

La nébulisation permet une extraction de M. exigua significativement plus élevée que
I"hypochlorite pour tous les indices de galles testés. L’hypochlorite est inefficace pour extraire
les plantes qui présentent peu de galles (IG < 2). De plus, cette méthode d’extraction ne
permet pas de distinguer les caféiers résistants (IG < 2) des sensibles (IG 2 3). Les mauvais
résultats des extractions par hypochlorite peuvent s’expliquer par le développement de M.
exigua A Pintérieur des racines de caféier alors que les autres especes de nématodes du genre
Meloidogyne se développent & un niveau plus externe.

Le nombre de nématodes comptés aprés sept jours de nébulisation est trés fortement
corrélé au nombre total extrait aprés 14 jours (r = 0,96). De plus, les valeurs du comptage a
sept jours permettent une bonne prédiction du nombre total de nématodes présents dans les
racines de la plante hote (R* ajusté = 0,98). Seinhorst (1950) préconise deux dénombrements
aprés 7 et 14 jours de nébulisation. Pour le couple caféier / M. exigua, un seul comptage a 7

jours est suffisant,
1.4 Préparation des plantes en vue d’observations cytologiques

Les plantes utilisées pour le prélévement d’échantillons racinaires sont inoculées selon
deux protocoles : directement en pots (essais 5, 6 et 7) ou sur des racines découvertes,
maintenues humides sur papier filtre (essai 4). Sur racines nues, il est facile de repérer les
points d’inoculation et les prélévements sont rapides. Mais la méthode présente plusieurs
inconvénients majeurs comme une longue et minutieuse préparation des plantes, la difficulté
de maintenir constante I’humidité au niveau des racines, la sensibilité des racines découvertes
aux rayonnements UV et un stress pour la plante.

L’inoculation de plantes en pot résout une partie des problémes posés par I'inoculation
de racines découvertes mais en pose d'autres. Cette fois, les caféiers sont dans des conditions
optimales de croissance et n’ont pas besoin d’étre manipulés avant d’étre inoculés. Mais
I’inoculum se dilue dans le substzat et les prélevements doivent étre faits au hasard.
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Discussion

Ceux-ci sont plus longs et délicats que pour caféiers 3 racines nues car il faut dépoter
les plantes, laver les systémes racinaires puis procéder au rempotage si 'on souhaite

conserver la plante.

En conclusion, il est recommandé de réaliser des inoculations en pot dans le cas
d’essais avec de jeunes caféiers, au maximum trois paires de feuilles, et pour évaluer de
grands effectifs. L’inoculation sur racines nues doit étre réservée i des caféiers plus dgés et a
des essais qui nécessitent un repérage des inoculations. Afin d’éviter le desséchement des
racines, il est envisageable de disposer les plantes verticalement de maniére 2 ceux que leur
racines puissent tremper dans une solution qui contienne I'inoculum.

II. CARACTERISATION DE LA REACTION DE RESISTANCE DES
CAFEIERS A MELOIDOGYNE EXIGUA

En rassemblant les données de plusieurs essais, il est possible d’établir la chronologie
des principales étapes d’infestation des caféiers par les nématodes. Trois jours aprés
inoculation, des juvéniles sont observés dans les racines des caféiers résistants et sensibles.
Des renflements sur Ia paroi des racines ont été vus aussi & cette date (T+3) chez les caféiers
sensibles et six jours aprés inoculation chez les caféiers résistants, Il est probable que la
pénétration des nématodes a lieu avant le troisitme jour aprés inoculation puisque la
formation des galles a déja commencé. La recherche de juvéniles devraient donc étre
entreprises dés les premiéres heures apres inoculation. La différence de trois jours constatée
dans I’apparition des renflements chez les caféiers sensibles et résistants peut s’expliquer par
la difficulté de rencontrer des nématodes dans les tissus racinaires, en particulier chez les
plantes résistantes. Pour leur part, les femelles apparaissent au dixiéme jour chez les caféiers
qu’ils soient sensibles ou résistants. Les deux types de caféiers ne peuvent donc pas étre
distingués par la cinétique de pénétration et de développement des nématodes mais par des
différences quantitatives sur les niveaux d’infestation. Ce mécanisme a aussi été observé chez

les caféiers résistants de C. canephora.

Les observations cytologiques ont 1évélé la présence de zones foncées autour des
juvéniles qui ont pénétré dans les racines des caféiers résistants. Les microscopes utilisés ne
sont pas suffisamment précis pour pouvoir affirmer qu’il §’agit de cellules nécrosées,
caractéristiques d’une réaction HR. Les préparations cytologiques envoyées & Montpellier
permettront de préciser prochainement le phénotype de la réaction de résistance & M. exigua
chez le caféier. Chez C. arabica cv. Catimor, Cristina et al. (2000) ont observé une réaction
de type HR six jours aprés inoculation par M. exigua. Dans notre étude, les zones foncées
entourant les nématodes ont été vues a partir du cinquieme jour. Il est possible qu’elles
apparaissent encore plus rapidement.
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De part la nature endoparasite des nématodes, le temps nécessaire i |’initiation de la
HR varie selon les plantes (Trudgill, 1991). Cette réaction peut étre précoce et survenir lors de
la pénétration du parasite ou tardive, aprés sa fixation sur le site nourricier (Pontier et al.,
1999). Chez les caféiers, nos travaux ont mis en évidence deux niveaux d’expression de la
résistance & M. exigua : pour limiter la pénétration des nématodes et ficiner ensuite leur
multiplication a I'intérieur des racines. Ces deux niveaux sont-ils contrdlés par le méme géne
Mex-1 identifié par Noir et al. (2002), ou bien existe-t-il un ou plusieurs autres facteurs
géniques qui limitent la pénétration des juvéniles avant que le géne Mex-1, identifié par Noir
et al. (2002), n’induise une réaction de type HR ? Pour répondre i cette interrogation, il est
nécessaire d’étudier la pénétration des juvéniles chez des caféiers introgressés comme cv.
IAPARS9, qui possedent et ne possédent pas le géne Mex-1.

Nos résultats s’opposent aux conclusions de I'étude rapportée par Cristina et al.
(2000), a savoir que la mise en place d’une HR dans les caféiers résistants rend impossible Ia
reproduction du nématode. En effet, des femelles ont été observées dans les racines de cv.
IAPARS9. En définitive, comme ['ont suggéré Bertrand et al. (1995), la résistance des
caféiers & M. exigua et M. arabicida peut étre due 2 plusieurs mécanismes :

- un mécanisme de résistance post infection qui empéche une pénétration en profondeur des
nématodes. Bloqués avant d’avoir atteint leur site nutritionnel, ils ne peuvent pas effectuer
un cycle normal de développement ;

- une réaction hypersensible qui se traduit par des nécroses dans le périderme ;

- un développement normal des nématodes mais avec un nombre réduit de femelles comme
dans le cas d’une résistance partielle ;

- un développement anormal des nématodes, dii & la présence de cellules géantes
déformées ;

- un développement interrompu, di a un échec dans la formation des cellules géantes.

Les plantes de C. canephora réagissent a une infestation par M, exigua comme cv.
IAPARS9. Peu de juvéniles parviennent & pénétrer dans les racines, les galles sont petites et
en nombre réduit. Aucune femelle n’a été observée chez C. canephora. Ayant effectué des
observations sur des caféiers dgés (5-6 paires de feuilles), il serait intéressant de les répéter
avec des caféiers plus jeunes (1-2 paires de feuilles).

III. AGE D’EXPRESSION DE LA RESISTANCE CHEZ LES CAFEIERS

Des réactions hypersensibles ont été rapportées chez différents végétaux deés
I'apparition de la radicelle (Paulson et Webster, 1972 ; Dropkin, 1969 ; Cristina et al., 2000).
Les mécanismes de défense intervenant dans le cas d’une réaction incompatible se mettraient
en place dés la germination des graines.
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Dans notre étude chez le caféier, aucune femelle n’a été trouvée chez les plantes au
stade cotylédonaire. Seuls quelques juvéniles ont été observés chez cv. Caturra. De leur c6té,
Cristina et al. (2000) ont mis en évidence une HR chez des plantules de caféier avant
Capparition des cotylédons, juste aprés la formation de la racine. Cette différence peut
s’expliquer par le fait qu’un caféier au stade cotylédonaire posséde un systéme racinaire trés
réduit, constitué d’une relativement grosse racine pivotante et de quelques fines et courtes
racines secondaires. Par conséquent, pour une méme quantité d’inoculum et un méme volume
de substrat, les juvéniles ont une probabilité plus faible de rencontrer une racine que chez un
caféier plus 4gé. Il serait donc intéressant de réaliser un essai ol I'inoculation se ferait non
plus en pots mais sur des racines nues dés I’apparition de la radicelle.

Une fois le stade cotylédonaire passé, les pénétrations de juvéniles deviennent plus
nombreuses. Aucune différence n’a été trouvée entre caféiers A une, deux et trois paires de
feuilles dans leur réaction 3 M. exigua. Les évaluations actuellement effectuées sur des
caféiers avec deux paires de feuilles pourraient étre réaliser un mois plus t6t, lorsque apparait
la premiere paire de feuilles.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous avons mis au point un protocole d’évaluation de la résistance des caféiers 3 M.
exigua, rapide, fiable et qui se rapproche de I'expression du géne en se plagant aprés un cycle
de multiplication du nématode (un mois) et non aprés trois mois. Il se base principalement sur
un Indice de Galles prenant en compte le nombre et Ia taille des galles et sur I’extraction des
nématodes par sept jours de nébulisation.

Pour la premiére fois, la cinétique de pénétration et de développement de M. exigua a
été observée sur des racines de caféiers résistants et sensibles, en incluant I’espece C.
canephora. Elle semble étre la méme entre les plantes résistantes et sensibles alors que les
niveaux d’infestation sont différents. On peut distinguer les caféiers résistants et sensibles par
le nombre de juvéniles et de femelles des racines ainsi que par la taille et la quantité des galles
formées. Toutefois, nous avons commencé les observations trois jours apreés inoculation et il
est probable que les mécanismes cellulaires soient activés dés le premier jour. II serait donc
intéressant de voir si la cinétique de pénétration des nématodes est la méme chez des caféiers
résistants et sensibles entre un et trois jours aprds inoculation. Je recommande donc
d’effectuer des observations histologiques dés le premier jour aprés inoculation des juvéniles.

Les moyens techniques disponibles au CATIE ne m’ont pas permis de caractériser
completement le phénotype de la résistance. Nous avons observé des zones foncées qui
peuvent s’apparenter aux zones nécrosées caractéristiques d’une Réaction Hypersensible, Cet
aspect sera précisé & partir des coupes histologiques réalisées a I'IRD.

Le comportement du nématode ne differe pas entre les plantes 2 une, deux et trois
paires de feuilles. Par contre, au stade cotylédonnaire, il semble que les juvéniles ont des
difficultés a rencontrer les racines. Il faudrait donc réaliser un essai ot I'inoculation des
jeunes plantules se ferait sur des racines nues. Cependant, il est essentiel d’éviter le

dessechement des racines.

Le substrat de culture influe sur la croissance des caféiers. La terre favorise leur
développement mais complique leur dépotage alors que le sable présente des effets contraires.
Un semis sur Y2 de sable et Y2 de terre voire méme sur % sable et Y4 terre parait intéressant a

expérimenter.

D’un point de vue personnel, j’aurai appris A travailler et 4 m’adapter dans un
p , PP

environnement qui m’avait été jusque-la inconnu.
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Les circonstances d’encadrement 2 distance ont certainement contribué de maniére
appréciable au développement de mon autonomie de travail.

Je considere cette expérience comme un enrichissement professionnel et personnel tres
important, me permettant de prendre un certain recul par rapport 2 la gestion des relations
humaines et fondements culturels associés. Je suis heureuse d’avoir pu contribuer a
I"évolution des connaissances et au développement d’outils agronomiques permettant A terme,
je 'espere, de combattre les nuisances dues aux nématodes dans un contexte caféier difficile
pour les producteurs, tant du point de vue phytosanitaire que du point de vue économique.
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Annexe 1 : Le Centre Agronomique Tropical de Recherche et d’Enseignement
(CATIE)

¢ Présentation générale

Le CATIE est situé & 3 km du centre de la ville de Turrialba et a 64 km 2 I'est de San
José, capitale du Costa Rica. (est une association civile a but non lucratif, d’actions régionales,
de caractére international et ayant des fonctions de recherche et d’enseignement. La mission du
CATIE est d’améliorer le bien é&tre de I’humanité au moyen de la recherche scientifique et de
I'enseignement de « postgrado » (3° cycle) appliqués au développement, A la conservation et 3
'usage durable des ressources naturelles. Sa philosophie est de «produire en conservant et
conserver en produisant », c'est A dire trouver un équilibre entre produire en respectant
I'environnement et produire des biens et services qui amélioreront la qualité de vie des hommes.

* Historique

En mai 1940, au cours du VHI Congrés Scientifique Américain & Washington DC, est
proposée la création d’une institution interaméricaine pour I'agriculture tropicale afin d’aider les
pays a travers des recherches agronomiques et 1a formation de personnel national. C’est ainsi que
fut créé, en décembre 1942, I'Institut Interaméricain des Sciences Agricoles (IICA) établi au
Costa Rica.

En juillet 1973, un accord entre I'TICA et le gouvernement du Costa Rica a entrainé la
création du CATIE dont les membres réguliers sont I'TICA, le Belice, Ia Bolivie, la Colombie, le
Costa Rica, le Salvador, le Guatemala, I’Honduras, le Mexique, le Nicaragua, le Panama, Ia
République Dominicaine et le Venezuela.

¢ Organisation

Le CATIE est dirigé par un Directeur Général désigné par le Comité Directeur et ratifié
par le Conseil Supérieur, pour une période de 4 ans, renouvelable une fois. Ii est responsable de
la direction et de I’administration de Pinstitution tout en étant supervisé par le Cormité Directeur.
Le Directeur Général actuel est Monsieur Pedro Ferreira Rossi, de nationalité uruguayenne,
nommé en 1999. Le Conseil Supérieur est composé des vices ministres de I’ Agriculture des 12
pays adhérents ainsi que d’un représentant de I'IICA.

Le porte feuille thématique du CATIE est ajusté périodiquement afin de répondre aux
priorités de ses pays membres. Afin d’agir de manitre rapide et efficace, les efforts sont
regroupés en trois piliers fondamentaux :

- L’éducation, par la formation de cadres impliqués dans la conservation et la protection des
ressources naturelles en Amérique latine. Créée en 1942, 'école de « Posgrado » fut la
premiere en Amérique latine. Elle regroupe cing « Maestria » (équivalent 2 la Majtrise) et
trois doctorats,



Les formations proposées par ’école de « Posgrado » du CATIE

-4

Maitrise et doctorat en Agroforesterie Tropicale.

Maitrise en Gestion Intégrée de I’Eau.

Maitrise et doctorat en Gestion des Foréts et Biodiversité.
Maitrise et doctorat en Agriculture Tropicale.

¢ Maitrise en Environnement.

- Larecherche, avec 50 professionnels titulaires d’un doctorat et 90 autres d’une « Maestria »,
spécialisés en divers domaines : ressources génétiques, agriculture tropicale, environnement,
ressources naturelles, agroforesterie et foréts.

- Les projets de développement, afin d’agir directement (sur le terrain) dans les différents pays.
Ces projets constituent une grande opportunité pour le transfert de technologies et bénéficient
de ’appui des organisations nationales et locales.

Administrativement, les activités de recherche, formation et valorisation sont réalisées au

sein de quatre départements :

- Agriculture Tropicale,

- Agroforesterie,

- Foréts,

- Environnement et Développement rural.
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e Thémes de recherche

L’objectif du programme de recherche du CATIE est de contribuer au bien étre de la

société, en générant et en validant des pratiques technologiques favorables 3 la production
agricole et 2 la préservation des ressources naturelles. De plus, ces pratiques doivent étre
économiquement viables, culturellement et socialement acceptables et durables.

Amélioration et Conservation du pattimoine génétique de cultures agricoles et d’espices
forestiéres.

Lutte intégrée contre les maladies en agroforesterie et en foresterie.

Systémes agroforestiers.

Développement de technologies pour la conduite durable des foréts.

Valorisation et analyse socio-économique de systémes de culture et d’écosystémes tropicaux.
Développement d’une méthode de sélection du caféier, assistée par des Marqueurs
moléculaires.

¢ Laboratoires de recherche

Systémes d'Information Géographique (CATIESIG).
Phytoprotection

Analyse de sols, tissus végétaux et eau.

Nutrition Animale.

Collections variétales et banque de graines forestiéres.
Biotechnologies.

¢ Présentation du laboratoire de Biotechnologie

Le laboratoire de biotechnologie emploie 7 chercheurs, 15 assistants et 4 4 6 étudiants de

« Maestria » en Agriculture Tropicale. Les recherches sont organisées autour de trois thémes

principaux :

la caractérisation : des ressources génétiques de caféier et leur valorisation dans le
programine régional d’amélioration, et de I'acajou (Swietenia spp) pour sa conservation et
son amélioration.

la propagation : micro propagation massale de génotypes élites de caféier et développement
de systémes de régénération cellulaire de I’acajou).

Pamélioration génétique : amélioration de la banane et banane plantin, et développement
d’une méthode de sélection assistée par des marqueurs moléculaires sur le café.

Le laboratoire de biotechnologie est divisé en quatre unités :
Biologie moléculaire : utilisation des marqueurs moléculaires (RAPD, AFLP, SSR),
Culture in vitro : micro-propagation, cryoconservation et transformation génétique,
Histologie et morphologie,
Nématologie.



Annexe 2 : Généalogie des principales variétés dérivées de ’Hybride de Timor (Bertrand, 2002)
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Annexe 3 : Principales espéces de nématodes & galles observées sar racines de C. arabica
en Amérique Latine (Bertrand, 2002). La nature des symptomes et la sévérité des dégits
qu’ils occasionnent sont indiquées selon une échelle de 1 24 : 1 = présence de galles et baisse
de production de 0-15 % ; 2 = présence de galles, nécrose et affaiblissement généralisé de
I'arbre avec cas de mortalité; 3 = nécroses, mortalité de 'arbre ; 4 = présence de galles +
racines liégeuses (coichosis), affaiblissement généralisé de I’arbre avec cas de mortalité.

Espéces de Pays Types de Présence de Références
Meloidogyne symptomes | pathogénes associés
aux symptomes
M. exigua | Costa-Rica, Nicaragua, 1 Rhizoctonia solanii | Herndndez (1997),
Honduras, Colombie, .
Venezuela, Biésil Lordello (1972),
Flores et Lopez
(1989), Esbenshade et
Triantaphyllou
(1985)
M. incognita | Brésil, Salvador, Puerto 2 Fusarium oxysporum |Negron et Acosta
Rico (1989), Esbenshade et
Triantaphyllou
(1985), Herndndez
(1997)
M. arenaria | Salvador 2 Hernandez (1997)
Meloidogyne |Brésil, Guatemala, 2 Hernandez (1997),
spp. Salvador Esbenshade et
Triantaphyliou
(1985), Anzueto
(1993)
M. coffeicola |Brésil 3 Lotdello (1972)
M. konanensis | Hawai 4 Suspectée Eisenback et al.
(1994)
M. arabicida |Costa Rica 4 Fusarium oxysporum |Bertrand et al. (2000),
Lépez & Salazar
(1989), Herndndez
(1997)
M. Brésil 4 Suspectée Carneiro (1996)

paranaensis




Annexe 4 : Morphologie des nématodes du genre Meloidogyne sp. (De Guiran et Netscher,
1970)

it by o e it

A :larve de deuxiéme stade (stade libre) ; B : femelle adulte ; C : méle aduite, an.
anus, bm. bulbe médian de I'cesophage, gl an. glandes anales, gl oes. glande basale
de I'cesophage, int. intestin, oe. ceuf, ov. ovaire, sp. spicules sopulateurs, st stylet,
t. testicules, v. vulve.



Les larves de deuxiéme stade sont vermiformes, pointues A I’extrémité postérieure,
d’une longueur variant de 0.3 2 0.5 mm et d’environ 10 p de diamétre. Leur cavité générale
est occupée presque totalement par le systeme digestif qui comprend la bouche, s’ouvrant i
Pextrémité antérieure, I’cesophage occupant environ le 1/3 antérieur du corps, puis |'intestin
débouchant dans le rectum qui s’ouvre & I'extérieur par I’anus, situé A peu de distance de
Pextrémité postérieure. La bouche contient un stylet creux protractile qui sert & percer les
cellules végétales. L’esophage est traversé par un canal relié en avant au stylet et débouchant
en arri¢re dans I'intestin. Il comprend d’avant en arridre : un bulbe médian muscularisé et
muni d’une valve, et une partie basale glandulaire. Cette dernigre renferme trois glandes : une
glande dorsale débouchant en arrigre du stylet et deux glandes subventrales débouchant
derriére la valve du bulbe médian. Aux deux tiers de la longueur se trouve un primordium

génital composé de deux cellules.

Les femelles sont pyriformes a sphériques, longues de 500 a 1200 u et larges de 300 a
600 p (sauf M. brevicauda qui dépasse largement ces dimensions). La plus grande partie du
corps est occupée par les deux ovaires qui débouchent dans le vagin. Dans la partie
postérieure six glandes se sont développées qui débouchent dans le rectum. Ces glandes
produisent la substance gélatineuse dans laquelle les ceufs sont englobés et qui est émise par

I’anus.

Les males sont vermiformes, longs de 0.8 2 2 mm, avec une queue arrondie. Iis
renferment un ou deux testicules débouchant avec Uintestin dans un cloaque ou se trouvent
deux spicules, organes copulateurs qui font saillie A I'extérieur. Is possedent un stylet mais il
est probable qu’il ne soit pas fonctionnel et que les males ne se nourrissent pas, mais vivent
sur les réserves contenues dans la paroi de leur intestin.



Annexe 5 : Solution nutritive HOAGLAND

Solutions meres (pour 1 litre de solution) :

H1

H2:

H3

H4

: (NO3)2 Ca ou (NO3); Ca, 4 H,O : (590 g)

KNO;

: Mg SO4 ou Mg SOy, 7 H,0 : (246 g}

. KHZPO;;

grammes
410 gsp 1000 mi H,0

252,50 gsp 1000 ml H,0

120 gsp 1000 ml H,0

68 gqsp 1000 ml H,O

pH 5.8

Prendre 20 ml de ces solutions pour 10 litres de solution nutritive préte & ’emploi.



Annexe 6 : Extraction des nématodes des racines par la méthode de « Macération-
Filtration » (Fallis, 1943 ; Stemerding, 1964)

Les racines des plantes sont lavées a I’eau courante, coupées (1 ou 2 cm) puis broyées
dans un mixeur (10 s) avec 150 ml d’eaun.

La mixture est déposée sur un ensemble comprenant 2 kleenex humides posés sur un
filtre, le tout contenu dans une cuvette. Les nématodes migrent des racines vers l'eau

contenue au fond de 1a cuvette.

Deux & dix jours aprés, I'eau recueillie est passée sur un ensemble de 4 tamis : 1 de
250 pm (élimination de la terre et des débris végétaux) et 3 de 53 pm. Les nématodes sont
récupérés apres rincage des 3 tamis de 53 pm.

Cette méthode est utilisée uniquement pour la préparation d'inoculum de M. exigua.



080 ¥a a 0 0 0 0 0 8 g 379vSs vdanivo Z00¢/e0/se
080 ¥e 0 0 0 0 0 0 0¢ ¥ Pl ¥/E YHNALYO 200¢g/20/5e
LE°0 L 0 0 0 0 0 0 6 Z A27gvs HVYdvl 2002/c0/5¢e
L2'0 8 0 0 0 0 0 0 9 [4 YL ¥/E Hvdvl 200¢/¢0/5e
€8'0 14 0 0 0 0 0 §] 9l 0 379vs YHOLYD c00eg/c0iv !
L8°0 1514 0 0 0 0 0 3 XA 4 ¥/l v/E YHMNLYD 200zg/e0ml
0G0 Si 0 0 0 0 0 0 0t G 37dvS8 vl 2002/20ip!
290 < 0 0 0 0 0 0 8l < P P/ HY dy] C00g/2ovt
£6'0 82 0 0 0 0 £ A4 € 0 31dVvS vdanilvo 2002/v0/20
060 Le 0 0 0 0 9 Bl £ 0 ¥l v/ vHNlvD 2002/¥0/20
180 Ll 0 0 0 0 0 L at 0 ERLEAA dvdvl ¢00¢/v0/20
080 Gl 0 0 0 0 0 € 4 0 vl v/e Hvdvl ¢002/v0/20
/80 9¢ 0 0 0 B8 2 G il 0 37gvs vanNi1vo Z00e/L0/LE
00'4 oe 0 0 0 8 Zl 8 < 0 p/i viE L2« RER40] c00c/L/ie
£9°0 02 0 0 0 0 0 4 gl 0 37gvs HV V! ¢00¢/L0/Le
€20 ¢c 0 0 0 0 0 vi 8 0 Pl ¥/E HYdVi ¢Q0e/1L0/Le
000 0 0 0 0 0 0 0 o 0 379vs YHNLYO c00c/LO/LL
000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 vl v/ vHNivD 2002/1 0144
020 9 0 0 0 0 0 b g 0 47d9vS HY Yl CO0C/LO/MLE
0L'0 Le 0 0 0 4 ¥ 9 6 0 IZAR 4> Hydvl c00S/L0/LL
wieb xi | W10l 8 L 9 S v £ 4 1 sieqsqang sajalieA {was aje(]

20/¥0/8L Np uoyenjeAad : e

(1 1es$s3) 2un3ino ap XWIAINW 7 19 SINUIS P S3ep < Anod ‘vrinie)) "A3 39 YVJIV] ‘A2 2P
(sape1s g) soymyueid sap Jusmrdddo(aA9p np 32 UONUBULIAE B[ 9P WOIIUNEAD,] 2P SOQUUO(] : £ 2X2UUY




L0 1204 0 0 0 0 0 £2 0 0 79VS | VANLVYO | 2002/20/52
£8'0 214 0 0 0 0 L bl g 4 Vil 9/€ | VHNLVYD | 200Z/20/52
£5°0 gl 0 0 0 0 0 8 8 0 37dvs I=kds\'d] ¢002/20/G¢
Lv'0 ¥i 0 0 0 0 0 8 9 0 AR HY 4V 2002Z/e0ise
120 £e 0 0 0 Zl [4 8 I 0 A79vsS | YHNIVYD | Z00Z/20/v)
040 4 0 b [ 8 { 9 ¥ 0 P wE 1 VANLIYD | Z2002/20/7)
1860 Ll 0 0 0 0 L 6 L 0 ERiiiS HVdYI 2002/20/v )
€5°0 ai 0 0 0 £ 0 L 9 0 ¥l vie SV dv] ¢00g/e0iv!
020 24 0 0 0 el 0 9 4 0 F79VS | VbNLVYD 1 2002/%0/20
£6'0 #e 0 0c Z ¥ Z 0 0 0 P pE | wHNAYD | 200e/70/20
€40 |44 0 0 0 b 0 £l 8 0 J7davs Y dvl 200Z/y0/20
€50 9l 0 0 [4 4 l [4 4 0 PiL $/E Hvdvl 200020
00'tL 0e 0 8¢ 0 } 0 0 b 0 J18vS | vdNIVD | 200Z/L0/LZ
L0 1574 0 £ 0 bl 0 8 0 0 Pl /e | vdNLYD | 20028/L0/LE
190 ¥4 0 0 0 [ b Pl € 0 ERELE] Hyvdvl ¢00Z/10/4¢
LGS0 Li 0 [4 € 6 2 4 0 Q ¥/ ¥iE Hvdy| ¢00¢/10/L¢e
000 0 0 0 g 0 0 0 0 0 J18vSs | VdNIVD | 2002/10/41
000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 vl ¥/€ | VYENLVYD | Z200Z/10/L1
£L'o ¥ 0 0 0 0 0 4 [4 0 319YS HYdvl ¢00e/10/L1
£L0 (44 0 g8 G 4 0 9 . 0 P/l P/E HY VI 2002/1L0/LL
web x1 | IWi0L 8 I3 9 S 14 £ 4 L Siedisqng | sajaHep | 1wes ajeqg

Z2002/S0/SL np uopenjeAy @ q




L0 £e 0 0 0 Fi 0 Li } 0 J789YS | VHNLIVD | 2002/20/5¢
£8'0 Se 0 4 £ j4 0 0 S b Pl v/ 1 VHNLYD | 2002/20/52
£G°0 9 0 0 0 [4 L 8 S 0 J78vs Y'Yl 200¢/20/5¢
£6'0 ot 0 L g G 0 0 ) 0 AR Hy gyl £00¢/20/52
£8'0 G2 0 6 £ 9 0 9 l 0 d1dvsS | vdNivO | 200¢/20/v)
04'0 24 0 43 ¥ 4 0 £ 0 0 P/l i€ | VdNLVYD | 2002/20/%L
L58'0 4 0 0 4 L 0 S £ 0 EREVS) Y dV! €002/20i% 1
150 Li 0 2 4 [4 0 14 £ 0 Pl piE b=Nrdehid 2002/20/v}
£9'0 6l 0 £ 0 Ot 0 S b 0 JgvS | VHNLYO | 200e/v0/20
€60 8¢ Gi £l 0 0 0 0 0 0 vl $IE | VUNIVO | 2002/70/20
£9'0 5L 0 0 0 ¥ 0 L 8 0 318YS Hvdvl 2002/p0/20
05'0 Sl 0 Fl € 2 0 0 0 0 YL viE HY 4V 2002/70/20
09'0 gl 0 0 g B 0 g 0 0 379vVS | YHNLVYO | 200Z/10/42
L6'0 862 €2 9 0 0 0 0 0 0 P YE I VHNLYD | 2002/10/42
05'0 Gl 0 0 0 9 0 g |4 0 ERENS HYdY| 2002/10/42
LU0 £e 0 0c £ 0 0 0 0 0 ¥/l /e dvdvl 200Z/10/4¢2
00'0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 JGYS | VHNLYD | 2002710141
00'0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 YL EE | VHILYD | 2008/L0/40
01’0 £ 0 £ 0 0 0 0 0 0 378VS HY 4Vl 200¢/1L0/L}L
LG0 Ll 12 gl 0 0 0 0 b 0 /L PiE oYVl 200¢/L0fLL
webxy | TviIoL 8 L 9 G 4 € 4 : sjeisOng | SABUBA | (WSS Heg

20/80/1LL np uonenEeAl : 2




Annexe 8 ; Comparaison des méthodes d'exfraction des nématodes (essai 2)

a: Plantes de IAPARSY possédant un 1G 1 ou 2

plantes nem/{g MS nébu. | Taux mult. nébu | neml/g MS hypo. Taux mult. hypo
I 640 000 333 0,05
12 1419 000 114 0,02
13 3229 001 167 0,02
4 1175 000 20 0,00
i5 3650 000 120 0,01
16 6680 001 67 0,01
17 5440 001 36 0,01
i8 543 000 80 0,02
19 3800 001 60 0,01
10 1382 000 43 0,01
i11 320 000 133 0,02
12 80 000 80 0,01
13 8529 003 53 0,02
14 4250 001 0 0,00
b : Plantes de Caturra possédant un 1G 3
plantes nem/g MS nébu. | Taux mult. nébu | nem/g MS hypo. Taux mult. hypo
C1 15583 001 133 0,010
C2 37538 006 67 0,014
C3 18000 002 57 0,010
C4 41348 005 425 0,081
C5 5824 0 01 73 0,019
C8 28000 003 160 0,038
C7 54250 004 200 0,019
C8 58851 0067 29 0,005
C9 12622 001 100 0,014
C10 13560 003 133 0,038
C11 20031 003 3286 0,548
C12 3831 001 329 0,110
C13 24069 003 229 0,038
C14 7964 002 80 0,029




¢ : Plantes F2 possédantun 1G 5

plantes nem/g MS nebu | Taux mult. nébu | nem/g MS hypo Taux mult. hypo

1 17750 003 3200 1,51
4 28144 0086 5171 3,20
19 38565 g o7 4377 1,42
22 41850 005 19102 6,61
32 30357 005 8429 2,78
45 11907 001 8027 2,83
46 25979 006 3621 1,62
57 17903 003 5320 2,68
58 46895 002 15263 1,36
64 15020 002 5901 2,80
68 17534 001 2674 1,21
72 17867 001 3644 0,77
73 23016 003 14571 4,32
76 29736 004 2890 1,54




Annexe 9 : Relations entre IG, NG et nombre de nématodes (essai 3)

plantes IG nb galies R1 nem/g MS | R2 nem/g MS R1+R2 nem/g M3

5 2 8 2884 2132 5016
6 2 5 736 712 1448
7 2 9 1283 2353 3636
16 2 4 2971 4914 7886
23 2 8 5506 5118 10624
30 2 10 4859 2600 7459
32 2 4 1217 2203 3420
33 2 8 833 2124 3057
40 2 4 560 3416 3975
48 2 9 2203 3919 6122
53 2 9 5000 8000 13000
54 2 10 6708 7584 14292
58 2 8 1199 1222 2421
59 2 6 1789 2138 3937
66 2 7 40886 2800 6886
84 2 4 5371 2829 8200
87 2 8 1580 2605 4185
98 2 8 19867 15600 35467
108 2 3 1708 1969 3677
108 2 9 1091 1874 3065
110 2 5 4165 1651 5817
28 2 5 1458 4955 6413
40 2 5 4933 6044 10978
70 2 10 4552 1848 6400
174 2 5 683 1600 2283
175 2 B 560 1980 2540
87 2 5 1946 3211 5156
111 2 8 3255 3503 6759
118 2 10 2155 68097 8252
177 2 8 3284 4776 8060

1 3 26 5680 1117 7797
12 3 22 3576 1697 5273
18 3 15 4513 2625 7138
21 3 14 9785 10800 20585
26 3 25 4085 2255 6340
3 3 13 3575 2388 5963
38 3 16 4780 3729 8508
43 3 15 68388 5600 11988
44 3 20 5656 5188 10844
46 3 13 11280 17520 28800
51 3 26 8524 5021 13545
55 3 11 6032 2168 8200
61 3 23 9791 6391 16183
62 3 18 9343 3486 12829
65 3 25 8354 3108 11462
68 3 22 15211 3447 18658
73 3 18 18913 5757 24670
74 3 18 10969 2938 13907
79 3 20 7900 3975 11878
83 3 23 4961 6047 11008




plantes IG nb galles | R1 nem/g MS | R2 nem/g MS R1+R2 nem/g M3
85 3 18 15172 7172 22345
97 3 24 9727 7519 17246
100 3 19 3750 6518 10268
1041 3 18 5789 2674 8463
103 3 25 7490 2148 9638
104 3 14 4033 2350 6383
105 3 15 3812 4424 8235
106 3 20 11571 15771 27343
111 3 14 9467 6920 16387
3 3 22 640 449 1088
4 4 54 5473 3570 9042
5 4 44 16175 4069 20244
8 4 46 8009 6614 14623
13 4 68 3396 2596 5992
14 4 35 9809 12817 22626
16 4 995 18373 17360 35733
17 4 83 5956 9911 15867
20 4 43 4357 3308 7665
22 4 83 1000 1145 2145
23 4 60 20350 18200 38550
24 4 45 14127 9591 23718
25 4 80 89640 4547 14187
27 4 90 10980 9100 20080
28 4 65 8250 5846 14096
30 4 88 5105 2526 7632
31 4 80 2369 1252 3621
32 4 90 47176 34235 81412
33 4 42 11832 8484 20316
34 4 62 5653 4800 104853
35 4 47 20000 11093 31093
37 4 45 20133 25760 45893
38 4 55 4142 1688 5831
39 4 47 7628 4166 11794
42 4 50 3540 2604 6145
44 4 36 12181 7916 20096
45 4 78 6170 3491 9661
46 4 85 9531 5456 14988
50 4 80 4185 1733 5819
75 4 45 6508 2673 9181
112 4 75 12813 6838 19650
13 5 >100 7893 13814 21707
17 5 >100 20514 4682 25196
30 5 >100 121377 93623 215000
50 5 >100 32315 19630 51944
59 5 >100 58791 44186 102977
63 5 >100 16709 6245 22954
95 5 >100 41258 22390 63648
121 5 >100 8800 6240 15040
166 5 >100 16787 12911 29697
176 5 >100 5788 5030 10818
2 5 >100 3426 3061 6487
10 5 >100 8829 4639 13468
15 5 >100 27756 9974 37731
19 5 >100 7545 2927 10473
21 5 >100 9096 10231 19327




plantes iG nb galles | R1 nem/g MS | R2 nem/g MS R1+R2 nem/g M3
29 5 >100 8106 6723 14830
40 5 >100 4231 6985 11215
49 5 >100 26500 14533 41033




Annexe 10 : Comportement du nématode sur des caféiers résistants et sensibles

Date = nombre de jours aprés inoculation, Nombre de juvéniles = nombre total observé.

e KEssaid

Date d’inoculation : 1/05/02, Données résultants de 1’observation de 3 apex racinaires.

Plantes cv. IAPAR

Dates | Présence ou Nb juvéniles et Nb de femelles | Présence ou
absence de situation et stade absence de
galles éventuel Zones nécrosées
T+5 absence 0 0 absence
T+7 absence 6 dans cortex racinaire 0 absence
T+8 absence 1 dans cortex racinaire 0 absence
T+9 absence 0 0 absence
T+12 absence 4 dans pivot central 0 absence
T+15 absence 12 dans cortex racinaire 0 absence
T+22 absence 0 0 absence
T+23 absence 0 0 absence
Plantes cv. CATURRA
Dates | Présence ou Nb juvéniles et Nb de femelles | Présence ou
absence de situation et stade absence de
galles éventuel zones nécrosées
T+5 absence 13 dans cortex racinaire 0 absence
T+7 absence 1 dans cortex racinaire 0 absence
T+8 absence 27 au niveau du cortex 0 absence
d’un apex racinaire
T+9 absence 6 au niveau du cortex 0 absence
d’un apex racinaire
T+12 absence 35 au niveau du cortex 0 absence
d’un apex racinaire, 3
pivot central
T+15 présence 4 au niveau du cortex 9 au niveau absence
d’un apex racinaire galies
T+22 présence 0 10 au niveau absence
galles
T+23 présence 0 3 au niveau absence
galles
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Date d’inoculation : 31/05/02

Données résuitants de I'observation de 3 apex racinaires.

Coffea canephora

Dates | Présence ou Nb juvéniles et Nb de femelles et Présence
absence de situation stade éventuel ou absence
galles de zones
nécrosées
T+3 absence 6 dans tissu cortical 0 absence
T+4 absence 1 dans tissu cortical 0 absence
I dans cylindre
_ central
T+7 début 3 dans apex 0 absence
renflement
T+10 début 0 0 absence
renflement
T+11 début 1 0 absence
renflement
T+32 | petites galles 0 5 femelles renflées absence

Fixation de 3 apex racinaires a T+5.
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Annexe 12 : Influence de I'age des plants sur I'lG et le nombre de nématodes

numero ty(szs;;il)ts stade physio| nb galles R2/5 ml R2/10 mi MS {g) nem/g MS

1 | 1 0 0 0 0,02 0

2 I 2 1 44 88 0,06 1467
3 i 2 0 2 0,04 100
4 i 2 0 1 0,05 40
5 i 2 1 21 42 0,048 875
] ! 2 1 28 56 0,09 622
7 I 2 0 0 0,006 0

8 I 2 1 0 0,03 0

9 I 2 0 22 44 0,076 579
10 C 2 16 128 256 0,035 7314
11 C 2 6 102 204 0,025 8160
12 C 2 5 10 0,02 500
13 C 2 0 16 32 0,02 1600
i4 C 2 22 508 1016 0,02 50800
15 C 2 32 1086 2172 0,058 37448
16 C 2 14 502 1004 0,043 23349
17 c 2 0 13 28 0,007 3714
18 | 3 0 3 6 0,031 194
18 I 3 0 66 132 0,04 3300
20 I 3 5 102 204 0,023 8870
21 I 3 0 30 60 0,051 1176
22 I 3 0 6 0,637 162
23 ! 3 0 0 0 0,02 0
24 | 3 0 94 188 0,048 3917
25 | 3 1 2 4 0,033 121
26 I 3 4 94 188 0,024 7833
27 C 3 12 3 6 0,05 120
28 C 3 12 426 852 0,037 23027
29 C 3 25 436 872 0,031 28129
30 Cc 3 1 32 64 0,031 2065
31 C 3 24 126 252 0,03 8400
32 C 3 18 66 132 0,083 2095
33 C 3 30 76 152 0,034 4471
34 C 3 28 22 44 0,044 1000




numero | type plants |stade physio| nb galles R2/5 mi R2/10 ml MS {g) nemig MS

35 C 3 32 1006 2012 0,05 40240
36 I 4 0 0 0 0,05 0
37 I 4 0 0 0 0,039 0
38 i 4 0 25 50 0,034 1471
39 | 4 0 18 36 0,059 610
40 | 4 7 222 444 0,15 2960
41 I 4 3 76 152 0,11 1382
42 ! 4 3 42 84 0,077 1091
43 | 4 0 120 240 0,12 2000
44 C 4 32 214 428 0,16 2853
45 C 4 18 40 80 0,079 1013
46 C 4 10 2 4 0,11 36
47 Cc 4 6 170 340 0,08 4250
48 C 4 16 158 316 0,1 3160
49 C 4 21 42 84 0,06 1400
50 C 4 4 85 170 0,65 3400
51 C 4 26 18562 3704 0,08 46300
52 C 4 10 135 270 0,087 3103
53 C 4 9 98 196 0,075 2613
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