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Caractérisation de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. agent
pathogéne associé au dessechement du manguier au Burkina Faso

Dianda Z. O'*¥, Wonni I'%, Fernandez D.}, Zombré T. Cyrille'?, Ouédraogo S. L'%, Sankara P*

Résumé

Le manguier (Mangifera indica L.) est I'un des arbres fruitiers les plus importants des régions tropicales et subtropicales du monde.
Le desséchement est 1’'une des principales maladies du manguier au Burkina Faso. Sept espéces de champignon dont Lasiodiplodia
theobromae ont ét¢ déja inventoriées sur des manguiers malades. Cette étude vise a caractériser L. theobromae champignon pathogéne,
du manguier. Les isolats ont été caractérisés sur la base du taux de croissance, la couleur et la texture de la colonie sur milieu de culture
PDA et la dimension des conidies. Des tests PCRs ont été réalisés sur 150 isolats a ’aide des amorces spécifiques (Lt347-F et Lt347-R).
Des explants mycéliens ont été inoculés sur des feuilles et des mangues détachées. Les résultats révélent la présence des conidies ovoides
a ellipsoides de teinte marron. Les conidies ont une dimension moyenne de 21,46 x 12,07 pm. Le mycélium est cotonneux a duveteux de
coloration grisatre ou noiratre avec une croissance rapide. Ces caractéristiques morphologiques sont proches de celles de L. theobromae.
Par ailleurs, I’identité de 110 isolats a été confirmée suite aux tests PCRs. Tous les isolats testés ont induit des 1ésions nécrotiques brunatres
sur les feuilles et mangues détachées avec un dégré d’agressivité différent. Cette étude a permis d’identifier et surtout de confirmer la
pathogénicité de L. theobromae. L’absence des amplicons observée sur certains isolats laissent croire la présence d’autres especes. Ainsi,
des analyses phylogénetiques des séquences sont en cours pour detecter la diversité des especes de ce genre sur la maladie au Burkina Faso.

Mots clés : Dessechement, Manguier, Caractérisation, Lasiodiplodia theobromae, Burkina Faso

Abstract
Characterization of Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl, a pathogen associated with mango dieback disease in Burkina Faso.

Mango (Mangifera indica L.) is one of the most important fruit trees in tropical and subtropical zones of the world. Dieback is one of the
main disease of the mango trees in Burkina Faso. Seven species of fungus, including Lasiodiplodia theobromae was already identified
from mango trees diseased. This study aims to characterize L. theobromae, mango pathogenic fungus of mango. Isolates were identified
on the basis of growth rate, color and texture of colony on PDA culture, length and width of conidia. PCR tests were carried out from 150
isolates using specific primers (Lt347-F and Lt347-R). Mycelial explants were inoculated onto detached leaves and mangoes. The results
showed the presence of brown ovoid to ellipsoid conidia. The conidia had an average size of 21.46 x 12.07 pm. The mycelium is cottony to
fluffy grayish or blackish in color with rapid growth. These morphological characteristics are close to those of L. theobromae. In addition,
the identity of 110 isolates was confirmed following PCR tests. All the isolates tested induced brownish necrotic lesions on the leaves and
detached mangoes with a different degree of aggressiveness. This study allowed to identify and especially all confirm the pathogenicity
of L. theobromae. The absence of amplicons notified in some isolates suggests the presence of other species. Phylogenetic analyzes of the
sequences are underway to detect the diversity of species of this genus on the disease in Burkina Faso.

Keywords : Decline, Mango, Characterization, Lasiodiplodia theobromae, Burkina Faso
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Introduction

Les mangues (Mangifera indica L , Anacardiaceae) sont
considérées comme des fruits délicieux et constituent ['une
des principales cultures fruiticres des régions tropicales et
subtropicales du monde (Syed et al., 2014). Au Burkina
Faso, la mangue occupe la prémicre classe en termes de
production fruitiere (APROMAB, 2018). La production et
la commercialisation de la mangue constituent aujourd’hui
I"une des filieres porteuses. En effet, la production de mangue
fraiche a connu une hausse en passant de 90 000 tonnes environ
en 2017 a 200 000 tonnes en 2018 (APROMAB, 2018). En
termes de ressource, la commercialisation de mangues fraiches
et séchées a généré, en 2018, la somme de 21 617 643,11 USD.

En 2016, la valeur ajoutée de la filiere mangue était estimée a
30 milliards FCFA avec une contribution au PIB de ’ordre de
0,5% et I’emploi de 27 809 personnes (Parrot ef al., 2017). En
dépit de toutes ces données encourageantes la filiere mangue
est confrontée a de nombreuses difficultés phytosanitaires
susceptibles de compromettre sa parfaite évolution. En effet, le
desséchement du manguier, encore appelé syndrome de mort
subite ou mortalité des plantes du manguier (Khaskheli et al.,
2011) est considéré comme I’une des menaces les plus sérieuses
dans toutes les régions productrices de mangues (Kazmi et al.,
2005). L’explosion de cette maladie a été constatée en 2015 et
n’a cessé de prendre de ’ampleur dans différentes localités de
productions de mangues du Burkina Faso. En 2016, I’incidence
du desséchement du manguier variait de 43,6% a 81,6% dans
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les principales zones de production (Dianda ef al., 2018).
Cette pathologie se traduit par des brunissements des feuilles
évoluant progressivement vers les desséchements des rameaux
et des branches avec ou sans défoliation, les gommoses a
travers |’apparition des exsudats brunatres sur les troncs et
branches, les brunissements des troncs et des branches, les
craquelures des écorces, et les pourritures racinaires constituent
les symptomes caractéristiques de cette maladie (Ploetz ef al.,
1996 ; Masood et al., 2010 ; Syed et al., 2014).

Généralement, les manguiers atteints dépérissent complétement
et meurent en quelques semaines ou quelques mois apres
l'infestation (Saeed et al., 2017).

Selon Ploetz, (2003), le dépérissement est considéré comme la
maladie la plus destructrice entrainant d’importantes pertes de
rendements. Des études ont permis d’identifier Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Grillon et Maubl. (Sutton, 1980) comme
agent pathogene responsable de la maladie dans différentes
régions productrices du monde telles que : le Brésil, la Korée,
I’Inde, I’Oman, le Pakistan les Etats Unis d’Amérique,
I’Egypte, le Ghana, les Emirats Arabes Unis et le Pérou
(Sharma and Gupta, 1994 ; Ploetz et al., 1996 ; Al Adawi et al.,
2003 ; Khanzada et al., 2004 ; de Oliveira Costa et al., 2010 ;
Hong et al., 2012 ; Ismail et al., 2012 ; Ablormeti, 2016 ; Saeed
etal., 2017 ; Rodriguez-Galvez et al., 2017). Dans les champs,
une mauvaise gestion des vergers et certaines contraintes
abiotiques telles que : la sécheresse, les fortes températures,
I’ensoleillement, les stress hydriques, la salinité et les carences
nutritionnelles peuvent contribuer au développement et
a la progression de la maladie (Naqvi and Perven, 2015 ;
Paolinelli-Alfonso et al., 2016). En outre, de la pathologie
du desséchement, L. theobromae attaque la quasi-totalité des
organes de certaines cultures telsque I’anacardier, le bananier,
les citrus etc. et produit divers types de symptomes (Alam et
al., 2001 ; Cardoso et al., 2006 ; Alvindia and Natsuaki, 2007)
. En effet, ce champignon a ét¢ signalé comme responsable
des maladies de taches foliaires (Haqueet et al., 2005). 1l a été
aussi signalé comme responsable des maladies de post-récoltes
notamment des pourritures de fruits pour certaines espéces
fruitiéres tels que la mangue (Galsurker ef al., 2018). Sutton,
(1980) et Phillips et al. (2008) ont signalé que les principales
caractéristiques qui distinguent Lasiodiplodia des autres
genres étroitement apparentés sont la présence de paraphyses
pycnidiales et de stries longitudinales sur les conidies matures.
IIs ont indiqué que L. theobromae se distingue par la taille
de ses conidies. Selon Punithalingam (1980) les conidies
de L. theobromae sont initialement hyalines, unicellulaires,
ellipsoidal a oblongues, a parois épaisses et a contenu granuleux.

A maturité, elles deviennent bicellulaires, brun foncé, avec
des tailles généralement comprises entre 20-30 x 10-15 um,
avec des bandes longitudinales différentiellement pigmentées
ressemblant a des stries (Punithalingam, 1980).

Twumasi et al. (2014) ont conclu que les colonies mycéliennes
de L. theobromae sont initialement de couleur blanche et
deviennent progressivement gris foncé avec le temps sur milieu
de culture PDA. L’identification morphologique est rapide et
moins cotiteuse. Néanmoins, elle présente des limites. En effet,
les teleomorphes de beaucoup d’espéces de Botryosphaeriaceae
dont reléve le genre Lasiodiplodia sont rarement rencontrées
et les anamorphes présentent souvent des chevauchements
au niveau des caractéristiques morphologiques entrainant
des confusions au sein des especes (Slippers et al., 2005;
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Ramos et al., 1991). Ainsi, pour remédier a ces problémes,
la recommandation actuelle est de combiner 1’observation
des caractéristiques morphologiques avec des analyses
moléculaires (Hyde et al., 2010; Cai et al., 2011). En effet,
I"utilisation d’un couple d’amorce spécifique a L. theobromae
(Lt347-F et Lt347-R) décrit par Xu et al. (2015) a permis de
confirmer la présence de L. theobromae sur le dessechement
du manguier au Ghana (Ablormeti, 2016). Des inoculations
avec des spores de L. theobromae ont entrainé 1’apparition des
nécroses sur des feuilles de manguier détachées aux Emirats
Arabes Unies (Saeed et al., 2017) . Des symptomes similaires
ont été observés apres un dépot de I’explant mycélien sur des
mangues détachées en Malaisie (Munirah et al., 2017). Une
étude préliminaire réalisée sur la maladie dans les principales
zones de production de mangues du Burkina Faso a permis
d’inventorier Pestalotiopsis microspora, L. theobromae,
Fusarium sp, Curvularia sp., Colletotrichum gloesporiodes,
Aspergillus niger, et de Botrytis cinerea (Dianda et al., 2018).
Ce présent travail a pour but de contribuer a un diagnostic fiable
de L. theobromae a travers une caractérisation morphologique,
des tests moléculaires et de pathogénicité in vitro sur des
¢chantillons de feuilles et de fruits du manguier.

Matériel et méthodes
Zone d’étude

Les prospections ont été réalisées d’ Avril a AoGt 2016 et 2017.
La Figure 1 illustre les sites prospectés dans les sept (07)
provinces représentant des zones de production de mangues au
Burkina Faso. Elles appartiennent a deux zones agroclimatiques
différentes (Dianda et al., 2018).
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Figure 1 : sites de prospections et de collectes des échantillons
de manguiers souffrant du dépérissement

Matériel fongique et végétal

Le Tableau I présente les caractéristiques des trentes deux (32)
isolats utilisés dans les différentes études de caractérisation.
Ils proviennent des principaux organes du manguier
précédemment isolés et en conservation au laboratoire de
mycologie de 'INERA Farako-Ba (Dianda et al., 2018) .

Les inoculations in vitro ont été effectuées sur sur les feuilles
et mangues détachées de la variét¢ Amélie. Le choix de cette
variété s’explique par le fait qu’elle figure parmi les plus
commercialisées et a enregistré les plus forts taux d’incidence
et de sévérité de la maladie (Dianda ef al., 2018).
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Tableau I : Les caractéristiques des différents isolats utilisés pour

les différentes études.

Code 1solat  Organes Localitees Provinces
d’isolement
H32BT Feuilles Dafinso Houet
H17BT Rameaux Santidougou Houet
N6BT Rameaux Tombolo3 Nahouri
C24BT Feuilles Béregua Comoé
16BT Racines Léo Sissili
L13BT Racines Wolokonto Léraba
L12BT Rameaux Kangoura Léraba
L8BT Feuilles Sindou Léraba
K6BT Rameaux Koloko Kénédougou
K21BT Feuilles Kartasso Kénédougou
C4BT Racines Toumousseni Comoé
N17BT Racines Tombolo3 Nahouri
H6BT Racines Péni Houet
I8BT Feuilles Léo Sissili
N3BT Feuilles Tombolo3 Nahouri
NI15BT Rameaux Tombolo3 Nahouri
N14BT Feuilles Tombolo3 Nahouri
NI13BT Rameaux Tombolo3 Nahouri
11BT Feuilles Léo Sissili
I2BT Feuilles Léo Sissili
I14BT Feuilles Léo Sissili
C17BT Rameaux Toumousseni Comoé
C26BT Feuilles Toumousseni Comoé
C27BT Feuilles Toumousseni Comoé
H5BT Racines Peni Houet
H16BT Feuilles Peni Houet
H17BT Rameaux Peni Houet
N8BBT Rameaux Po Nahouri
K9BT Rameaux Koloko Kénédougou
KI12BT Rameaux Koloko Kénédougou
K21BT Feuillles Diéri Kénédougou
K27BT Feuilles Diéri Kénédougou
Méthodologie

Identification morphologique des isolats

Au total 20 isolats réprésentatifs des zones d’échantillonnages
ont été€ retenus pour apprécier les parameétres morphologiques.
A I’aide de I’emporte-picce stérilisée 5 mm de marges actives
du mycélium des champignons agé de sept jours a été prélévée
puis déposée au centre du milieu de culture PDA initialement
coulé dans des boites de Pétri. Chaque isolat a été répété dans
quatre boites de Pétri. Les examens des caracteres culturaux
des isolats ont ¢ét¢ réalisés a travers la vitesse de croissance du
mycélium, sa couleur et sa texture.

Les mesures des croissances mycéliennes ont été réalisées a
’aide d’un double décimétre et ont été faites au troisiéme et au
cinquiéme jour apres incubation. Deux droites perpendiculaires
passant par le centre de ’explant mycélien ont été tracées sur
le couvercle des boites de Pétri. L’évolution du mycélium
dans chaque boite esE aQPES%) en faisant la moyenne des
deux diamétres p=~"—""=7 (D : diamétre moyen de
I’isolat dans une boite, d1 & d2 les mesures des deux droites
perpendiculaires (Dianda, 2019). La moyenne de la croissance
mycélienne de chaque isolat a été calculée a partir des diamétres
moyens provenant des quatre boites. La taille, la couleur et
la presence ou I’absence des cloisons ont été les paramétres
microscopiques des conidies évalués aprés deux semaines de
mise en incubation. Les mesures ont été effectuées sur 30 spores
par isolat & I’aide d’un microscope muni d’un micrometre.
L’ ADN des isolats a été soumise a des tests moléculaires pour
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confirmer ou infirmer 1’identité de L. theobromae.
Identification moléculaire des isolats de L. theobromae

L'ADN fongique a ét¢ extrait a I'aide du Kit Wizard Genomic
(Kit ® Promega) a partir du mycélium sur un milieu PDA
incubé a 25 °C pendant dix jours suivant le protocole de (Freitas,
2016). La PCR a été réalisée dans un volume réactionnel de 25
pL contenant 5 pL de Fire Hot Mixte, 1 pL de chacune des
deux amorces Lt347-F (AACGTACCTCTGTTGCTTTGGC)
(10 uM) et Lt347-R (TACTACGCTTGAGGGCTGAACA)
(10 uM) (Xu et al., 2015), 2 uL d’ADN matrice et 16 pL de
l'eau. Les cycles réactionnels de la PCR ont été : (i) une étape
initiale de dénaturation de 95°C pendant 10 min; suivie de (ii)
30 cycles comprennant une dénaturation a 94 °C pendant 60
secondes; une hybridation a 60 °C pendant 30 secondes ; une
extension a 72 °C pendant 60 secondes et (iii) une etape finale
de 72 °C pendant 10 min. Apreés amplication, 1’électrophorese
des produits PCR a ¢été réalisée dans un gel d'agarose a 1%
(p / v) (agarose Ultra Pure TM, Invitrogen, Espagne) dans un
tampon 1 x Tris-Acétate-EDTA (TAE) a 0,5X.

Le poids moléculaire des amplicons de PCR a été estimé a
l'aide d'une échelle de 100 bp (Solis Biodyne Data Sheet). Les
isolats dont I’identité a été confirmée, ont été inoculées sur des
organes détachés pour leur pathogénicité.

Pathogénicité in vitro sur les deux organes du manguier

Pathogenicité sur les feuilles : Des feuilles agées d’environ
1 mois ont été utilisées pour les inoculations (Ismail, 2011).
Elles ont ét¢ désinfectées dans une solution d’hypochlorite de
sodium (5%) au bout de 2 min puis rincées dans I’eau distillée
stérilisée. Les feuilles ont été disposées dans des boites de Pétri
Pétri (9: 90 mm) contenant de I’agar a (1%) solidifié. Ces
conditions permettent de garder ’humidité relative favorable
au développement des symptomes. Trois feuilles ont été
utilisées par traitement (isolat). Sur chaque feuille, un explant
mycélien de 5 mm de diamétre a été déposé a 1’aide d’un
scalpel stérile. Des morceaux du PDA stériles ont été appliqués
sur les mangues témoins. Deux droites perpendiculaires
suivant la longueur et la largeur des feuilles ont été tracées sur
le couvercle de la boite pour mesurer la taille des Iésions. Les
boites de Pétri ont été placées entre 24 a 28 °C au laboratoire.
Les observations ont été réalisées quotidiennement pour suivre
I’apparition des nécroses.

L’évolution des lésions dansglfiugacjite a été évaluée a travers
la formule suivante : D =-———""=2 (D : diamétre moyen
de la souche dans une boite, d2et d2 les mesures des deux
droites perpendiculaires). Une moyenne est calculée a partir
des diamétres moyens dans les trois boites pour chaque souche.

Pathogenicité sur mangues : Des mangues matures non
mires apparemment saines présentant une taille uniforme
ont été utilisées pour les inoculations in vitro (Munirah ef al.,
2017). Elles ont été récoltées a 24h de I’essai expérimental.
Ces mangues proviennent des vergers de références dont
les iténaires de productions, les conditions de récoltes et de
conservations sont respectés pour garantir des fruits de bonne
qualité sanitaire destinés a I’exportation au terminal fruitier
de Bobo-Dioulasso. Les fruits ont été lavés a l'eau de robinet
puis désinfectés en surface avec de I'hypochlorite de sodium
a 1% (NaOCl) pendant 5 min, avant d'étre rincés deux fois
avec de I'eau distillée stérile. s ont été¢ ensuite placés dans des
récipients stériles sous une hotte a flux laminaires avant les
inoculations. Des légéres ouvertures ont ét€ provoquées a I’aide
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d’une aiguille suivant les méthodes « inoculations brutales » de
(Kouame et al., 2010).

L’inoculation a consisté a déposer directement sur chaque
mangue un fragment de Smm de diamétre du mycélium agé
de 5 jours cultivé sur du PDA a I’aide d’un scalpel stérile. Des
morceaux du PDA stériles ont été appliqués sur les mangues
témoins (Saeed et al., 2017). Trois essais ont été menés au
cours de cette expérience. Au cours de chaque essai, chaque
traitement (isolat) a été répété quatre fois correspondant a
quatre mangues. Pendant, les expériences les mangues ont été
incubées dans une salle obscure a 27 + 1°C. Les observations
ont été réalisées quotidiennement jusqu’au sixiéme jour apres
incubation. La pathogénicité des isolats a ét¢ évaluée sur la
base d’une échelle de 0 a 4 établie par (Amadi ef al., 2009)
modifiée suivant celle de (Munirah et al., 2017). Le Postulat
de Koch a été vérifié au huitiéme jour apres incubation.

L’agressivité de chaque isolat a ét¢ évaluée a travers le calcul
de l'indice de sévérité de la maladie : Is selon la formule
de (Abu Bakar et al., 2013) : s = Z(%)xloo avec: Is
Indice de sévérité de la maladie provoqué
par une souche donnée, Xi : Sévérité i de la maladie sur une
mangue, : Nombre de mangues de sévérité 7, N : Nombre
total de mangues observé (N =4) et ¥ : Echelle de sévérité
la plus élevée la note (4). L’indice moyen de sévérités de la
maladie pour chaque isolat est calculé a partir des trois essais
réalisés dans cette expérience.

Analyses statistiques : Les diameétres moyens a partir des
lésions sur les feuilles, ainsi que les indices de sévérités moyens
a partir des mangues des différents isolats ont été soumis a des
analyses de variances (ANOVA) a I’aide du logiciel XLSTAT
2007. La séparation des moyennes a été faite a 1’aide du test de
Newmans Keuls 5%.

Résultats

Caractéristiques morphologiques des isolats

Aspects macroscopiques : Au tout début, les isolats sont
caractérisés par un mycelium blanc, clairsemé sur la face
frontale de la boite de Pétri (Figure 2A). Cette suspension
mycélienne augmente au fur et & mesure pour atteindre le
couvercle de la boite de pétri et la coloration initiale vire
progressivement en grisatre avec un aspect contonneux (Figure
2B) ou noirétre, avec une structure duveteuse (Figure 2C).

Figure 2: Principaux aspects du mycélium observés sur milieu de culture
PDA. A: Mycélium blanc clairsémé de I’isolat & 3 Jours Apres Inoculations
(JAI), B: Mycélium grisatre avec un aspect cotonneux a 10JAL; C: Mycé-
lium noiratre avec la structure duveteuse a 10JAL

Aspects microscopiques : Des pycnides grisatre, rondes
présentant des bouts légérement pointus et semblables a des
poires ont été observées a la loupe (Figure 3A). Les observations
au microscope ont permis de distinguer des conidies ovoides a
ellipsoides. Elles se repartissent en deux groupes : d’une part on
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ades conidies a paroi épaisse avec du cytoplasme granulé. Elles
sont hyalines et ne possédent pas de septa (Figure 3B). D’autre
part, des conidies ont présenté une teinte marron foncé ou
clair avec une cloison et des stries longitudinales irréguliéres
(Figure 3C). La (Figure 3D) présente la mensuration des
conidies.

Figure 3 : Vues microscopiques des isolats de Lasiodiplodia.
A : Pycnides rondes gisétre avec des bouts pointus observées a la loupe x 50.
B : Conidies a paroi épaisse avec du cytoplasme granulé, hyalines sans septa,
C : Conidies de teinte marron foncé ou clair avec une cloison et des stries
longitudinales et D : Mensuration d’une conidie, observés au microscope x 40.

Variabilité des paramétres morphologiques : Le Tableau 11
illustre les parameétres morphologiques obtenues au cours de
cette étude. Les longueurs moyennes des conidies des isolats
étaient comprises entre 19,53 4 22,79 um. En ce qui concerne
les largeurs moyennes, elles étaient comprises entre 10,46
a 13,65 um. A 3 JAL l’isolat I4B a enregistré la plus forte
croissance mycélienne 8,4 cm tandisque la plus faible 5,6 cm
a été notifiée chez K9B et C27B. Tous les isolats ont atteint la
croissance mycélienne maximale 8,5 cm a SJAL

Tableau I : Caractéritiques macroscopiques et microscopiques des isolats

Caratéristiques microscopiques Caratéristiques macr Ppiq!
Isolats | Longueur Largeur Couleur Croissance | Couleur et textures des
Moy* (um) | Moy* (um) conidies mycélienne | colonies mycéliennes sur
(cm) (3JAI) | milieu de culture PDA
C26B 22,79 12,48 Marron foncé 5,8 Coto grisatre
N8B 2271 12,08 Marron foncé 7,6 Coto grisatre
C27B 2237 12,25 Marron foncé 5,6 Coto grisatre
K12B 22,35 12,66 Marron foncé 8,02 Duveteuses, noiratre
LI12B 2235 12,66 Marron foncé a7 Duveteuses, noiratre
16B 2233 12,37 Marron clair 8.4 Cotonneuses, gristre
H5B 2232 11,96 Marron foncé 8,2 Cotonneuses, grisatre
N15B 22,18 13,05 Marron foncé a7 Cotonneuses, gris foncé
L13B 21,95 11,28 Marron foncé 8,08 Duveteuses, noiratre
L8B 21,85 11,37 Marron foncé 5,9 Cotonneuses, gristre
K9B 2121 11,66 Marron foncé 5,6 Cotonneuses, gristre
N13B 21,19 11,22 Marron foncé 6,6 Duveteuses, noiratre
I11B 21,10 12,23 Marron foncé 6,7 Coto grisatre
H17B 20,84 13,23 Marron foncé 8,2 Coto grisatre
K27B 20,73 13,30 Marron clair 8,02 Duveteuses, noiratre
4B 20,54 12,25 Marron clair 73 Cotc , grisatre
K21B 20,24 11,44 Marron foncé 6,3 Cotonneuses, grisatre
H32B 20,15 13,65 Marron clair 6,6 Duveteuses, noiratre
C24B 19,54 10,85 Marron foncé 6,2 Duveteuses, noiratre
C17B 19,53 10,46 Marron foncé 6,9 Duveteuses, noiratre
Moy 21,36 12,07 7,10

* : moyenne; JAI : Jour Apres Incubation
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T e G W W v e e 350 bp

100bp

Figure 4: Gel d’agarose montrant ’amplification avec le couple

d’amorces spécifiques a L. theobromae de 11 isolats M : marqueur de
taille ; 1 a9 : isolats ayant présenté des amplicons ; 10 : Absence de bandes
C : Controle négatif.

Identification moléculaire des isolats

Les tests de PCR classiques d’amplification avec des amorces
spécifiquesa L. theobromae ontrévélé laprésence desamplicons
chez cent dix (110) isolats avec une taille amplification
d’environ 350 bp. La Figure 4 illustre 1’électrophorése sur un
gel d’agarose a partir de 11 isolats et un controle négatif.

Pathogénie in vitro sur les organes

Lésions sur les feuilles inoculées : Tous les isolats testés ont
été pathogenes in vitro sur ces organes. Aucun symptome n’a
été observé dans les boites témoin (Figure 5A). Initialement,
les symptomes sont rouges briques (Figure 5B). Ils évoluent
généralement le long de la nervure principale et peuvent virer
a la couleur noiratre (Figure 5C). On a également observé dans
certaines boites au 7™ JAI un dép6t blanchatre avec parfois
des points noiratre correspondant respectivement au mycélium
et aux acervules du champignon (Figure 5D).

Figure 5 : Symptomes apreés les inoculations in vitro sur les feuilles.
A : Absence de nécroses au niveau des témoins, B : Apparition des nécroses
rouges briques a 3 JAL; C : Evolution des nécroses le long de la nervure principale
D : Dépot mycélien avec parfois la mise en place des pycnides sur les feuilles.

D’agressivité des isolats sur feuilles : Les nécroses sont
apparues a partir du 3 JAL Ces Iésions induites ont connu une
évolution au cours de la période d’incubation avec des vitesses
de croissances variables traduisant une différence d’agressivité.
En effet, ’analyse de variance avec le test de Newman Keuls
au seuil de 5% a montré des différences significatives entre les
traitements a 3 JAI et a 7 JAI (Tableau III). Les isolats (H17BT
et C24BT) sont considérés comme les plus agressifs durant les
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deux périodes d’évaluation. En effet, H17BT qui a enrégistré les
plus fortes lésions a 3 JAI (3,08 0,26 cm) eta 7 JAI (8,5+0,14
cm) ne présente aucune différence significative avec C24BT.

Tableau III : Longueurs moyennes des 1ésions causées par les
isolats de L. theobromae

Traitements Longueurs des lésions  Traitements Longueurs des lésions

Moy (cm) (3JAD) Moy(cm) (7JAL)
Témoin 0,5 a Témoin 0,5 a
LI13BT 1,03 + 0,04 ab C26BT 29+397b
16BT 1,2+0,18 ab C27BT 3,5+£1,79b
NI14BT 1,25+ 0,20 ab L13BT 4,3 0,66 be
C26BT 1,3+0,07 ab NI14BT 4,35 42,56 bed
H32BT 1,37+0,18 ab H6BT 4,67+1,96 bed
I8BT 1,6 0,08 abc N17BT 4,73+1,72 bed
C4BT 1,63 +0,13 abc C4BT 4,840,48 bed
H6BT 1,65 + 0,43 abc I8BT 5,4+0,09 bed
N17BT 1,66 + 0,31 abc L12BT 6,23+0,80 bed
K21BT 1,68+0,49 abc I2BT 6,25+0,25 bed
I2BT 1,86+0,18 abc L8BT 6,28+0,51 bed
N3BT 1,6£0,42 abc K6BT 6,3140,30 bed
C27BT 1,83+0,47 abc K21BT 6,45+0,30 bed
K6BT 1,98+1,21 abe 16BT 6,56+0,33 bed
L8BT 2,1+0,47 be N3BT 6,98+0,25 bed
LI12BT 2,18+0,4 bc H32BT 7,1£1,58 cd
N6BT 2,56+0,51 be C24BT 7,51+1,27 cd
C24BT 2,75+0,73 ¢ N6BT 7,710,61 cd
HI17BT 3,08+0,26 ¢ HI17BT 8,5+0,14 d
F 4,02 5,99
P <0.0001 <0.0001

Dans ce tableau les valeurs suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes
au seuil de 5% selon le test de Newman keuls.

Nécroses sur les mangues inoculées : Tout comme au niveau
des feuilles, tous les isolats ont pu induire des nécroses sur les
fruits détachés. Aucune nécrose n’a été observée sur les mangues
témoins (inoculées avec du PDA sans champignon) (Figure 6A).
Les nécroses initiales sont généralement brune foncées (Figure
6B) tendant vers la couleur noiratre (Figure 6C). A partir de 6
JAI, un important dépdt blanchatre correspondant au mycélium
du champignon est observé a la surface des fruits (Figure 6D).

Figure 6 : Nécroses observées sur les mangues aprés la mise en incubation.
A : Absence de nécrose sur la mangue témoin ; B&C : Lésions noiratres
respectivement observées au 2™ JAI et au 3% JAI; D : Evolution de la lésion
nécrotique noiratre avec un dépdt blanchatre correspondant au mycélium.

L’agressivité des isolats sur mangues : Les Iésions sont
apparues a partir du 2™ JAIL L’analyse de la variance révéle
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des différences significatives entre les indices de sévérités des
différents traitements (isolats) avec le témoin au 6™ JAL

La majorité des isolats ont présenté des plus forts indices de
sévérités 100% traduisant leur agressivité. Le plus faible indice
75% a été enrégistré chez C26B. Certains isolats ont atteint la
vitesse maximale de progression dés le 4 *™ JAI Le Tableau IV
présente les indices de sévérités respectivement a 2 et 6 JAL Les

Traitements 2JAI Traitements 6JAI
Temoin 0,00 a Temoin 0,00 a
C26BT 0,00 a C26BT 75,00 ab
C27BT 8,33 ab N14BT 89,58 abc
L13BT 8,33 ab C24BT 93,75 abc
NI14BT 10,42 abc I8BT 95,83 abc
H6BT 14,58 abc N3BT 97,92 abc
N17BT 14,58 abc H6BT 97,92 abc
C4BT 14,58 abc N17BT 97,92 abc
L12BT 18,75 abc L13BT 97,92 abc
I2BT 18,75 abc LI12BT 97,92 abc
I8BT 18,75 abc I8BT 100,00 be
K21BT 20,83 abc K21BT 100,00 be
LS8BT 20,83 abc L8BT 100,00 be
K6BT 20,83 abc K6BT 100,00 be
16BT 22,92 abc 16BT 100,00 be
N3BT 25,00 abc C4BT 100,00 be
H32BT 25,00 be H32BT 100,00 be
C24BT 28,13 be I12BT 100,00 be
N6BT 28,13 be N6BT 100,00 be
H17BT 29,17 ¢ H17BT 100,00 be

F 3,903 19,803
P 0,000 <0,0001

analyses de variances révelent des différences significatives entre
les isolats aux prémicres périodes d’incubation traduisant une
variabilité d’agressivité entre les isolats. La majorité des isolats

ORIV

Discussion

Le mycélium des différents isolats observés sur milieu de
culture a un aspect quasi similaire a ceux décrits dans les ¢tudes
précédentes. En effet, Norhayati et al. (2015) ont également
observé que la croissance mycélienne de L. theobromae était
rapide sur milieu de culture PDA. Par ailleurs, ils ont signalé que
les mycéliums se sont développés et ont entiérement recouvert
la surface du support apres 3 a 4 jours de mis en incubation. De
surcroit, la couleur de la colonie est passée progressivement de
grisclairaprés4 a7 jours d'incubation a noir apres deux semaines
d'incubation. En outre, les caractéristiques microscopiques,
notamment la couleur brune, la présence et parfois 1’absence
de septa, ainsi que I’intervalle de la taille 19,53- 22,79 x 10,46-
13,65um des conidies, enregistrées au cours de notre étude
corroborent celles de ces auteurs. Selon Punithalingam, (1980)
les conidies de L. theobromae sont initialement hyalines,
unicellulaires, ellipsoides a oblongues, a parois €paisses et a
contenu granuleux. A maturité, elles deviennent bicellulaires,
brun foncé, avec des tailles généralement comprises entre 20-30
x 10-15 pm, avec des bandes longitudinales différentiellement
pigmentées. Néanmoins, il a ét¢ noté un nombre variable
des groupes constitué a partir des longueurs et les largeurs
moyennes des conidies des 20 isolats. Par ailleurs, leur
répartition dans les différents groupes ne sont pas homogenes
pour les deux parameétres mesurés laissant voir une confusion.
Selon Phillips et al. (2013), la discrimination de L. theobromae
basant uniquement sur les caractéristiques morphologiques est
considérée non fiable car elles se chevauchent avec celles des

REV. RAMRES - VOL.08 NUM.02. 2020%* ISSN 2424-7235

autres especes du genre. Ainsi, le recourts aux tests moléculaires
s’avere nécessaire pour plus de fiabilité.

Les amplifications observées au niveau des isolats
suite a la PCR avec les amorces spécifiques de L. theobromae
confirment 1’identité de cette espéce de champignon associée
au desséchement du manguier au Burkina Faso.

Desétudes similaires ontparticipéalacaractérisation de cetagent
pathogéne comme responsable du desséchement du manguier
au Ghana et aux Emirats Arabes Unis (Ablormeti, 2016, Saced
etal.,2017). Cependant, certains de ces champignons isol€s sur
la base des caractéristiques morphologiques de L. theobromae
n‘ont pas présent¢ des amplicons suite aux mémes tests
moléculaires. Cela laisse croire la présence d’autres especes du
genre Lasiodiplodia présentes sur la maladie au Burkina Faso.
En effet, des études de phylogénies ont permis d’identifier
en plus de L. theobromae, respectivement L. egyptiacae; et
L. pseudotheobromae en Egypte (Ismail et al., 2012) et L.
brasiliense, L. egyptiacae, L. iraniensis, L. pseudotheobromae
et Lasiodiplodia sp. au Pérou (Rodriguez-Galvez et al., 2017)
des nouvelles especes responsables du dépérissement du
manguier. Des études sont en cours pour détecter la diversité
des especes de Lasiodiplodia et évaluer leur pathogénicité in
vivo notamment sur les plants de manguiers au Burkina Faso.

Les inoculations de L. theobromae sur les feuilles et les
mangues détachées ont permis de constater des nécroses sur
ces deux organes. Les lésions foliaires sont quasi similaires
aux symptomes rouges briques observées sur les manguiers
attaqués dans les vergers (Dianda et al., 2018). Les nécroses sur
les mangues inoculées évoluent et couvrent une bonne partie
de leur surface souvent a partir de 4 JAIL. Ces manifestations
sont proches des symptomes de pourritures parfois observées
sur certaines mangues en stockage. Des études antérieures ont
révelé la pathogénicité in vitro de L. theobromae notamment sur
les feuilles et fruits détachés. En effet, Saeed ef al. (2017) ont
constaté des nécroses sur des feuilles de manguier suite a des
inoculations in vitro avec des spores de L. theobromae isolées a
partir du dépérissement du manguier aux Emirats Arabes Unies.
Au Brésil, des tests de pathogénies in vitro sur des pousses de
raisins de table détachées ont révélé la pathogénicité de huit
especes de Lasiodiplodia dont L. theobromae isolées a partir
des échantillons provenant du dépérissement de cette espece de
plante (Correia et al., 2016).

Les résultats des tests de pathogénie du champignon in vitro sur
les mangues sont analoguent a ceux obtenus au Pakistan et en
Malaisie (Naqvi et al., 2014 ; Munirah et al., 2017).

En effet, ces auteurs ont observé des Iésions apres inoculations
avec dumycélium de L. theobromae et de L. pseudotheobromae
isolées a partir des pourritures pédonculaires de la mangue.
Par ailleurs, le genre Lasiodiplodia renferme des espéces
de champignon émergentes, associées aux pourritures
pédonculaires des fruits dans le monde entier (Galsurker et
al., 2018). Ces agents pathogenes ont entrainé récemment
des lourdes pertes dans des industries de fruits au Brésil
(Coutinho et al., 2017), en Chine (Zhang et al., 2018) au Pérou
(Rodriguez-Galvez et al., 2017) et en Malaisie (Munirah et al.,
2017). Les isolats de L. theobromae utilisés dans la présente
étude proviennent des feuilles, de brindilles et de racines
collectées sur des manguiers présentant des symptomes
typiques de desséchement. Cette espéce de champignon
pourrait étre le principal agent pathogeéne ayant contribué de
maniere significative a la maladie au Burkina Faso. En effet,
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L. theobromae infecte plus de 500 espéces de plantes et est
associée a diverses maladies au champ et en post-récolte
telles que la fonte des semis, le desséchement, la rouille, le
flétrissement, les pourritures des racines, et des collets, la
nécrose des tiges et des fleurs, les tache foliaires , le balai de
sorciere, la gommose, les pourritures des fruits, des gousses,
des capsules et des semences dans différentes cultures causant
d’importantes pertes (de Oliveira Costa et al., 2010; Sakalidis
et al., 2011; Ismail et al., 2012 Suresh, 2014). En tant que
pathogene opportuniste, L. theobromae est capable de rester
en infection latente sur des plantes saines, et provoquer des
maladies lorsque celles-ci sont stressées (Denman et al., 2000;
Slippers et Wingfield, 2007). Ainsi, des investigations doivent
se poursuivre sur cet agent pathogene fréquemment rencontré
sur le desséchement du manguier au Burkina Faso.

Conclusion

Cette étude a permis de confirmer la présence de L. theobromae
associée au dessechement du manguier au Burkina Faso. Les
symptdmes observés apres inoculations artificielles sur les
feuilles et les mangues détachées confirment la pathogénicité de
ce champignon sur le manguier. La fréquence d’observation de
Lasiodiplodia spp. a partir des organes de manguiers présentant
les symptdmes caractéristiques du desséchement laisse croire
leur capacité a provoquer la maladie au Burkina Faso. De ce
fait, des études sont en cours pour detecter la diversité des
especes de Lasiodiplodia a travers des séquences de geénes et
de leur pathogénicité in vivo sur des plants de manguiers.
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