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RESUME
Objectifs : La pourriture brune des cabosses due a Phytophthora spp. est I'affection la plus répandue et la plus
importante dans la cacaoculture ivoirienne. Cette étude a été réalisée pour caractériser et identifier les isolats
de Phytophthora spp a partir des caracteres morphologiques et moléculaires.
Méthodologie et résultats : Cinquante isolats provenant des principales zones (Est, Centre-Ouest, et Sud-
ouest) du verger cacaoyers de la Cote d'ivoire ont été isolés a partir de cabosses immatures atteintes de
pourriture brune. Les caractéres phénotypiques asexués et moléculaires a savoir : la longueur, la largeur, le
rapport longueur/largeur des sporocystes, la longueur du pédicelle, la forme et la caducité des sporocystes, le
type de colonie et I'analyse des fragments de restriction de '’ADN des régions ITS (Espaceur Interne Transcrit)
ont été évalués. Les sporocystes des isolats étudies apparaissaient trés variables dans leur forme d’un isolat a
un autre. lls étaient de forme ovoide, ellipsoide, obpyriforme, ovoide-obpyriforme et arrondis a leur base. Les
sporanges des isolats observés étaient caducs donc éparpillés avec un pédicelle court (2,92 £ 1,18 um). Les
sporanges étaient également variables par leur taille, variant entre 33,25 a 55,00 um en longueur et entre
21,99 a 34,37 um en largeur avec un rapport longueur/largeur variant de 1,23 a 1,94. Les colonies sur culture
carotte-agar brut étaient radiées, striés et/ou stellées, et pétaloides. L'amplification par ITS-PCR de I'ADN a
généré un fragment spécifique de 900 bp. L'analyse des fragments de restriction obtenus aprés digestion par
les endonucléases (Alul ; Pvull ; Haelll ;Hinfl et Mspl) a montré que tous les isolats étudiés appartenaient a
I'espéce Phytophthora palmivora.
Conclusion et application de résultats : Il ressort de notre étude que la technique PCR-RFLP a été plus
discriminante par rapport aux méthodes traditionnelles pour caractériser et identifier les isolats de Phytophthora
spp. Les résultats montrent également que la technique PCR-RFLP est un moyen rapide sélectif et fiable dans
lidentification des Phytophthora spp. En outre, cette méthode peut étre utilisée comme outil de prévention et de
gestion dans la lutte contre la pourriture brune des cabosses. Cette étude a confirmé la présence de
Phytophthora palmivora comme I'espéce la plus prédominante bien que Phytophthora megakarya ait été
réecemment découverte dans I'Est du verger cacaoyers.
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Characterization of Phytophthora spp isolates from cocoa orchard of Céte d’lvoire

Objectives: The cocoa black pod caused by Phytophthora spp. is the most widespread and the most important
disease of cocoa in Cote d’lvoire. The aim of this study was to identify and characterize prevailing strains of
Phytophthora spp in the country using both morphphological and molecular methods.

Methodology and Results: A total of fifty isolates of Phytophthora spp grown from immature pods suffering of
cocoa black disease obtained in the main production areas of cocoa (East, Centre-West and South-West) of
Cote d'lvoire . The phenotypic asexual and molecular characteristics namely: the length, the width, the length
Iwidth ratio of sporocysts, the length of the stalk, the shape and the caducity of sporocyst, the type of colony
and the analysis of ITS (Internal Transcribed Spacer) restriction fragment area of DNA were evaluated.
Sporocysts appeared to be highly variable from one isolate to another with ovoid, ellipsoid, ovoid-obpyriform
and obpyriform and rounded base shape. Sporangia were scattered with a short pedicel (2.92 + 1.18 um), with
variable size ranging from 33.25 to 55.00 um for length, from 21.99 to 34.37 um for width, from 1.23 to 1.94 for
length / width ratio. On carrot agar, colonies appeared radiated, striated and / or stellate and petaloid. The ITS-
PCR amplification of DNA generated a specific fragment of 900 bp. Analysis of restriction fragments obtained
after digestion with endonucleases (Alul; Pvull ; Haelll ;Hinfl et Mspl) identified all isolates as Phytophthora
palmivora.

Conclusion and application of findings: It is clear from our study that the PCR-RFLP technique was
discriminatory than traditional methods for characterization and identification of isolates of the genus
Phytophthora spp. Our results also show that the PCR-RFLP technique is more selective, fast and reliable for
identification of Phytophthora spp. This method could be used as a useful tool for prevention and management
in the fight against the black pod. This study confirmed the presence of Phytophthora palmivora as the most
predominant species in Ivorian cocoa orchard.

Keywords: black pod disease; sporangia; pedicel; papilla Phytophthora spp, ITS region, PCR-RFLP

INTRODUCTION

La pourriture brune des cabosses causée par les lorsqu’elles infectent les cabosses. Phytophthora
especes du genre Phytophthora est la maladie la megakarya est la plus agressive et peut provoquer
plus grave de la production mondiale de cacao, en entre 60 % et 100 % des pertes de récoltes
particulier en Afrique de I'Ouest et Centrale ou 65 % (Luterbacher et al., 1993, Berry and Cilas, 1994),
de la production mondiale est produite par les petits Opoku et al., 2000), quand les conditions favorisent
planteurs (Assoumou, 1997 ; ICCO, 1998). Quatre le développement de la maladie. En revanche, P.
principales especes de Phytophthora sont connues palmivora est moins agressif et peut entrainer des
comme responsables de la pourriture brune et pertes de rendement de 40 %. (Van der Vossen
celles-ci varient a la fois selon leur agressivité et leur 1997). Cette maladie se traduit directement par des
niveau de perte de récoltes. En Afrique, deux pertes de rendement car les cabosses atteintes
espéces, Phytophthora palmivora et Phytophthora produisent des féves de cacao impropres a la
megakarya sont responsables de la pourriture brune conssommation. La classification des espéces de
des cabosses. Phytophthora palmivora est Phytophthora spp s’est reposée historiquement sur
cosmopolite et sévit dans tous les pays producteurs les caractéres morphologiques, cytologiques et
alors que P. megakarya est endémique au biochimiques (Sansome et al., 1975 ; Brasier et
Cameroun, Nigeria, Gabon et Ghana. Les deux Griffin ; 1979 ; Kaosiri et al., 1980 ; Hardham et al. ;
espéces produisent des symptdmes similaires 1986 ; Appiah, 2003). Cependant, la variation
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morphologique et le chevauchement des phénotypes
chez certaines especes rend cette classification
difficile (Brasier, 1991, Erwin ; 1983 ; Hansen, 1987 ;
Shaw, 1991 ; Appiah, 2001) et complique I'utilisation
des caractéres morphologiques comme critéres
taxonomiques  pour estimer la  diversité
interspécifique et intra spécifique. Dés lors, plusieurs
approches moléculaires ont été utilisées pour étudier
la variation entre les espéces de Phytophthora
associées a la pourriture brune des cabosses de
cacao. Les méthodes moléculaires sont souvent
utilisées en complément des approches
morphologiques car par leur grande sensibilité
permettent la détection de variation entre les
organismes a partir des séquences nucléotidiques
(Schlick et al., 1994). Diverses techniques basées

MATERIEL ET METHODES

Sites de collecte des échantillons de cabosses : Les
isolats de Phytophthora spp, étudiés proviennent des
cacaoyeres ivoiriennes. lls ont été isolés sur des
cabosses malades obtenues a la suite d’une collecte
systématique organisée a la suite d’'une enquéte
phytosanitaire dans les principales zones de cacaoculture
de Cote d’lvoire. Ainsi, les localités de Divo, Soubré,
Daloa, Duékoué, Abengourou, Aboisso ont été
prospectées. Dans chaque localité, la collecte a été
effectuée dans 10 plantations et 3 cabosses atteintes
naturellement de pourriture brune ont été prélevées par
parcelle. Les cabosses prélevées ont été conservées
dans des sachets plastiques portant les coordonnées de
prélévement. Les cabosses ainsi récoltées sont
ramenées au laboratoire pour [isolement des
endophytes.

Isolement et culture des isolats de Phytophthora
spp :Les isolats sont prélevés sur des cabosses
immatures atteintes de la pourriture brune dont les
nécroses sont en cours d'évolution. Les nécroses sont
lavées a l'alcool a 95 % et flambées pendant 30
secondes. La zone de prélévement a été choisie et les
tissus superficiels ont été décapés a I'aide d'un scalpel
stérile. Trois fragments de forme cubique de 7 mm de
cOté ont été prélevés dans les tissus sous-corticaux avec
un emporte piéce stérile au niveau du front de croissance
de la nécrose. Des rondelles ont alors été déposées sur
le milieu de culture eau gélosée a 1,5 % dans des boites
de Pétri de 90 mm de diamétre. L'incubation s’est faite a
I'obscurité dans une étuve a 26°C pendant 7 jours. Aprés

surles génes de ’ADN sont largement utilisées pour
les études taxonomiques moléculaires car ces génes
se composent de mosaiques régions présentant
diverses zones d’évolution. Les marqueurs
moléculaires RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) de 'ADN mitochondrial et nucléaire
basés sur des régions ITS de 'ADN ont été utilisés
pour estimer la variation intra et interspécifique entre
les espéces de Phytophthora (Forster et al., 1990 ;
Forster et Coffey 1991; Mills et al., 1999) car ils
varient généralement entre les espéces d’'un méme
genre.

L’objectif de notre étude vise a caractériser et a
identifier les isolats de Phytophthora spp du verger
cacaoyers a partir de 'analyse de leurs caracteres
morphologiques asexués et moléculaire.

une semaine d'incubation, les isolats obtenus sont
purifiés par repiquages successifs sur milieu de culture a
base de petit pois contenu dans des boites de Pétri de
diamétre 90 mm. Le transfert des isolats s'est fait par
prélévement sur le front de croissance d’un fragment de
gélose, contenant de trés fins filaments mycéliens.

Clonage des isolats de Phytophthora spp par
isolements monozoospores : Les isolats issus de
cultures en masses ont été clonés par isolement
monozoospores selon la technique de Babacauh (1980)
et Ortiz-Garcia (1996). Les isolats cultivés sur milieu petit
pois dans des fioles de Roux sont incubés pendant 05
jours a l'obscurité totale a 26°C. Les cultures sont ensuite
exposées sous une photopériode de 12 heures pendant 5
jours pour induire la formation des sporocystes. En vue
d’induire la libération des zoospores par les sporocystes
mdrs, chaque culture a été inondée avec 40 ml d’eau
distillée stérile et placée au réfrigérateur (4°C) pendant
15 minutes. Elles sont ensuite ramenées & la lumiére
d’'une lampe aincandescence (60 W) pendant 45 minutes
a la température ambiante du laboratoire (26°C). La
suspension de zoospores ainsi obtenue dans les fioles de
Roux est dénombrée & laide d'une cellule
hématimétrique de Malassez a la concentration de 50 &
60 zoospores/ml par dilutions successives sur une partie
aliquote dans laquelle, les zoospores ont été
immobilisées par deux gouttes d’acide chlorhydrique.
Avec une micropipette, 100 ul de la suspension calibrée
sont déposés dans des boites de Pétri de 90 mm de
diamétre, A l'aide d'une tige en verre recourbée,
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préalablement flambée et refroidie dans I'eau distillée
stérile, la suspension est étalée sur eau gélosée 41,5 %
par passages successifs. Aprés incubation, de 12 a 24
heures a 'obscurité a 26°C, les zoospores germées sont
prélevées individuellement sous loupe binoculaire avec
une micro aiguille lancéolée stérile puis ensemencées sur
milieu de culture carotte-agar en raison de 4 clones par
isolat et l'isolat lui-méme. Aprés 7 jours d'incubation a
I'obscurité a 26°C, le clone a facies parental est retenu
pour les études ultérieures.

Caractéristiques morphologiques des isolats de
Phytophthora spp : Les fragments mycéliens de 6 mm
de diamétre ont été prélevés au niveau du front de
croissance d'une culture pure de Phytophthora spp agée
de 5 jours sur un milieu & base de petit pois. Ces
fragments ont été repiqués sur un milieu carotte-agar.
L’incubation est réalisée a I'obscurité a 26°C pendant 4
jours. Ensuite, les cultures ont été incubées a une
photopériode de 12 heures a 26°C pendant 2 a 3 jours.
Un fragment de thalle de chaque isolat est prélevé a
l'aide d'une aiguille lancéolée et déposé sur lame
recouverte d’une lamelle dans une goutte d’eau distillée
stérile. La préparation est fixée avec de la glycérine pour
éviter 'évaporation ainsi que son desséchement sous
I'effet de la chaleur émise par le microscope optique. Les
observations ont porté sur les critéres morphologiques de
classification des espéces de Phytophthora spp proposés
par Waterhouse (1963), Stamps et al. (1990) et Gallegly
et al., (2008). Il s'agit notamment de la morphologie des
sporanges (forme, longueur, largeur et rapport
longueur/largeur (L)), la longueur du pédicelle sur le
sporange, la caducité et la disposition des sporanges. La
longueur, la largeur et la longueur du pédicelle de 30
sporocystes choisis arbitrairement ont été mesurés pour
chaque isolat. Un microscope optique composé d’un
micrométre a été utilisé pour mesurer longueur et largeur
des sporanges ainsi que la longueur du pédicelle au
grossissement x 400. Le rapport longueur/largeur (L/I) a
été calculé pour chaque isolat (Duan et al., 2008)..
Caractérisation moléculaire des isolats
Phytophthora spp

Extraction de ’ADN : Les isolats de Phytophthora spp
sont ensemencés sur un milieu de culture spécifique (V8
brut) contenu dans des boites de Pétri de 90 mm de
diametre et préalablement recouvert d’'un disque de
cellophane stérile. Aprés 7 jours d'incubation a I'obscurité
dans une étuve a 26°C, le mycélium de chaque isolat est
récolté par grattage de la feuille de cellophane a I'aide
d’'une spatule stérile. Le mycélium obtenu (=150 mg) est
transféré dans des microtubes d’Eppendorf stérile de 2

de
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ml. L'extraction de I'’ADN a été réalisée en utilisant une
solution New glucanex (18 mlH20, 42 mINaCla 1M, 1,8
g New glucanex) ; ajustée a pH 6 avec une solution de
NaOH 5 M (Lebot et al., 2003). La digestion des parois
cellulaires a été réalisée dans des tubes d’Eppendorf (2
ml) contenant 1,5 ml de la solution New glucanex.
L'incubation s’est faite a la température ambiante du
laboratoire pendant 2 heures. La précipitation est
conduite dans 600 I dlisopropanol suivie d'une
centrifugation pendant 7 minutes. Les précipités obtenus
ont été lavés avec de I'éthanol & 70% et le culot d’ADN
est repris dans 100 ul de tampon d’extraction puis
incubée dans un Bain-marie a 60°C pendant 5 a 10
minutes pour dissolution compléte.

Amplification de ’ADN par PCR et digestion de la
région ITS par des enzymes de restriction: La
réaction de polymérisation en chaine (PCR) de la région
ITS des extraits d'ADN a été effectuée en utilisant les
amorces ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) et
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') comme
décrites par White et al, ( 1990). La réaction
d'amplification de I'ADN a été effectuée dans un
thermocycleur de type Thermo Scientific Savant DNA
120. Elle a permis d’amplifier par 30 cycles successifs 2
I d’ADN dans un volume réactionnel de 10 pl composé
de 5,05 ul d’eau déionisée, 1 ul de tampon PCR, 0,8 pl
de DNTP a 5 mM chacun, 0,3 pl de Mgcl2 &4 25 mM, 0,4
Ml a 20 pmol de chacune des amorces ITS1 et ITS4, 0,05
I de Taq polymérase a 0,5 Unité puis une goutte d'huile
minérale (SIGMA) a été déposée au-dessus de chaque
mélange réactionnel avant le cycle damplification.
L’amplification utilisée était une dénaturation initiale a 94°
C pendant 5 min suivie de 30 cycles de dénaturation a 94
° C pendant 1 min, une hybridation & 55° C pendant 45 s,
et une élongation a 72° C pendant 2 min. Une élongation
a72° C pendant 6 min a été réalisée a la fin. Les produits
PCR (amplicons) ont ensuite été digérés par cing
enzymes de restriction connues pour l'identification des
espéces du genre Phytophthora (Alul; Pwvull;
Haelll ;Hinfl et Mspl). Trois isolats de Phytophthora
palmivora de séquences connues sont utilisés comme
isolats de références (GenBank ITS accession,
JX315271. JX315270. JX315267). La digestion par les
enzymes de restriction a été conduite dans un volume
total de 25 pl composé de 11 ul d’eau déionisée stérile, 3
gl de tampon 10X fourni avec les enzymes, 1 pl
d'enzyme et de 10 pl de produit PCR. Le milieu
réactionnel contenu dans des microtubes d'Eppendorf
stériles a été incubé au Bain- Marie & 37°C pendant toute
la nuit. Les produits de digestion ont été séparés par
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électrophorese sur gel d'agarose de 1,4 % dans 0,5X du
tampon TBE (0,045 M Tris-borate et 0,001 M EDTA, PH
8,0) a 50 V pendant 90 min. Les gels ont été colorés
pendant 15 min dans du Bromure d'Ethidium (BET a 0,5
mg / ml) et décolorés pendant 15 min dans de l'eau
distillée puis photographiés sous lumiére UV. Les tailles
des fragments de restriction générés ont été mesurées
directement a partir des mémes gels et comparés a une

RESULTATS

Caractérisation morphologique des isolats de
Phytophthora spp : Les isolats de Phytophthora dans
cette étude ont présenté un thalle a faciés radié strié
etlou stellé et pétaloide avec un front de croissance
régulier et festonné (figure 1). Observés au microscope,
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échelle standard (1 kb) de type Invitrogen utilisée comme
marqueur de poids moléculaire.

Analyse des données : Toutes les analyses statistiques
ont été effectuées a l'aide du logiciel STATISTICA
version 7.1. Les isolats ont été soumis & I'analyse de
variance. Chaque isolat a été considéré comme un
facteur aléatoire dans I'analyse. Les variables étudiées
étaient lalongueur, la largeur, le rapport longueur/largeur
ainsi que la longueur du pédicelle des sporanges.

les sporanges étaient caducs a papille proéminente et
emportaient un pédicelle court de longueur variant de
2,24a3,72 ym (moyenne 2,92 £ 1,18 um). La forme des
sporanges était trés variée allant d'ellipsoide a ovoide.
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Figure 1 : Caractéristiques morphologiques des isolats de Phytophthora du verger cacaoyers de Cote d'lvoire
(grossissement X 400)

A- Colonie a faciés radié, strié et stellé a front de croissance régulier, B- Colonie a faciés radié, strié et pétaloide a front
de croissance festonné, Forme des sporanges : C- ellipsoide ; D- obpyriforme ; E- ovoide ; F- ovoide-obpyriforme

La longueur et la largeur moyenne des sporanges des 49,81 + 6,60 um de long et la largeur totale était de
isolats de Phytophthora variaient de 33,25 255,00 umde 29,36 % 3,82um. Le rapport L/l de I'ensemble des isolats
long et de 21,99 a 34,37 um de large. La longueur totale de Phytophthora étudiés se situait entre 1,23 et 1,94 avec
moyenne pour tous les isolats de Phytophthora était de un rapport moyen de 1,72 + 0,25 (Tableau 1).
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Tableau 1 : Caractéres morphomeétriques des sporanges des isolats de Phytophthora spp étudiés

Nombre Code Longueur moyenne (L) Largeur moyenne (I) Longueur moyenne  Rapport (L/l)
isolats isolats sporocyste (um) sporocyste (um) pédicelle (um)
1 MAF 12.8 55,00 +£6,2 30,21 +247 3,36 +1,31 1,82 +£0,17
2 DIV 39.4 33,25 +4,67 21,99 £3,09 3,12 £0,92 1,53 +0,22
3 DIV 39.7 50,41 +£7,59 27,04 +£3,73 2,32 £1,04 1,88 +0,27
4 DIV 43.3 50,99 +6,22 28,35 £3,27 2,43 +0,9 1,81 £0,21
5 DIV 39.5 51,86 +7,16 28,66 +4,53 269 +£1,13 1,84 +£0,30
6 DIV 41.1 52,01 +£8,90 26,92 + 3,80 2,59 +1,36 1,94 +0,27
7 MAF 17.3 50,27 +7,53 26,97 +£2,95 2,80 +1,33 1,87 +£0,22
8 MAF 16.1 49,30 +5,57 32,14 +5,67 3,17 £1,55 1,57 +£0,29
9 AGB 53.1 49,81 +7,88 29,68 +4,05 2,89 £1,15 1,70 +£0,31
10 AGB 54.1 50,99 +5,72 30,31 £3,85 2,68 +1,03 1,70 +£0,23
11 AGB 53.3 52,44 +745 31,51 +3,82 3,10 +1,46 1,68 +0,27
12 AGB 49.2 46,79 +6,01 27,50 + 3,69 252 £0,8 1,71 £0,18
13 AGB 48.8 49,45 +7,38 28,90 +6,03 343 +1,27 1,75 +£0,31
14 AGB 48.1 4592 +522 33,40 +3,68 3,72 +£1,28 1,39 +£0,20
15 AGB 50.3 43,36 +5,77 31,78 £4,13 2,70 +£1,07 1,37 0,14
16 AGB 51.1 46,79 +6,18 28,11 +£3,28 3,33 1,47 1,69 +0,31
17 DUK 23.1 50,61 +5,50 29,82 +2,51 2,61 +£1,08 1,70 £0,19
18 DUK 20.1 52,20 + 8,26 30,50 +4,64 3,34 +£1,49 1,74 +0,32
19 DUK 20.3 53,96 +7,28 28,20 +2,62 287 £1,3 1,92 +0,26
20 DUK 21.2 52,30 +6,07 29,24 + 3,21 3,68 +1,39 1,80 +0,24
21 DUK 19.4 48,53 +7,20 27,99 4,20 2,95 +1,52 1,76 +£0,30
22 DUK 16.2 49,93 +6,61 29,53 +3,13 3,05 £1,19 1,70 +£0,23
23 DUK 19.3 46,50 * 6,86 27,33 14,49 3,36 +1,47 1,73 +£0,29
24 DUK 14.1 52,37 +5,36 27,84 +£1,91 3,16 £ 1,61 1,88 +£0,17
25 SBR 113.7 52,35 +7,67 31,34 +£3,63 3,19 +£1,33 1,68 +0,24
26 SBR112.6 51,33 +8,08 29,80 +£4,03 3,03 +£1,39 1,74 +£0,27
27 SBR 114.1 39,01 +6,17 32,34 £5,50 3,24 +£1.27 1,23 £0,21
28 SP 103.1 51,28 + 3,62 28,28 + 3,66 2,61 +0,86 1,83 +£0,20
29 SP102.1 51,72 +4,54 29,56 +2/48 2,47 +0,9 1,76 +£0,14
30 SP 103.3 40,60 +8,28 2451 447 3,02 £1,05 1,67 +0,29
31 SBR 88.1 48,87 +542 28,76 £5,03 280 +£1,14 1,73 +£0,27
32 MEA 95.4 53,55 +7,80 30,18 £3,35 3,20 £1,14 1,80 +0,32
33 SBR 112.9 51,23 +10,53 29,07 £6,09 291 +£1,13 1,78 +0,38
34 AKR 10.2 52,20 +6,07 30,74 +4,98 285 £1,3 1,75 +£0,39
35 BON 2.6 51,74 +5,56 30,16 +3,53 3,20 +£1,33 1,73 +£0,23
36 ABS 11.4 50,27 +8,49 32,58 +4,84 2,78 +£0,9%4 1,55 +£0,25
37 BON 2.1 52,93 £7,75 30,04 +3,74 264 +£1,18 1,78 +0,26
38 AYA5.7 54,28 +7,60 28,47 +£2]75 3,44 +1,38 1,92 +£0,33
39 AKR 7.4 49,69 +6,09 28,81 +£4,53 2,80 +1,32 1,75 +0,28
40 AYA 5.4 4969 +617 2953 £405 249 +1,34 1,70 +024
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Tableau 1 : Caractéres morphométriques des sporanges des isolats de Phytophthora spp étudiés (suite)

Nombre Code Longueur moyenne (L) Largeur moyenne (I) Longueur moyenne  Rapport (L/l)
isolats isolats sporocyste (um) sporocyste (um) pédicelle (um)
41 BON 2.5 43,07 +4,69 27,43 +3,24 2,35 +£1,08 1,58 +0,19
42 ISS 11.3 54,71 +8,82 28,41 £3,36 3,12 +£0,99 1,94 +£0,31
43 Z0U 31 49,13 +6,00 34,37 £6,02 3,09 +£1,37 146 +0,21
44 BOU 26.1 49,98 +7,18 30,26 +4,96 2,79 +£1,42 1,67 +£0,21
45 ISS 12.1 52,64 +6,17 31,42 +3,61 2,24 +£1,09 1,69 +0,21
46 SAIl 83.1 51,19 £6,39 28,03 £2,35 241 £0,95 1,83 +£0,21
47 BOU 26.3 52,73 £6,72 30,55 +3,93 2,76 +1,09 1,75 +£0,27
48 SAl 85.1 48,82 +4,47 27,26 +3,75 2,71 +£0,87 1,81 +£0,24
49 ISS 13.3 48,67 +6,82 31,51 £4,29 3,12 £1,21 1,56 +0,22
50 BOU 26.4 53,94 +4.46 30,64 +0,25 2,99 +118 1,78 +£0,25
Moyenne 49,81 +6,60 29,36 + 3,82 292 +118 1,72 £0,25

Analyse moléculaire des isolats de Phytophthora
spp : L'amplification des extraits d’ADN des 50 isolats de
Phytophthora spp avec la paire d’amorces universelles
ITS1 et ITS4 a produit des fragments d’ADN dont la taille
approximative était de 900 pb (Figure 2A). Cette valeur a
été confirmée par le calcul de la somme des différents
fragments de restriction générés par les enzymes de
restriction utilisées. Les régions ITS de tous les isolats
ont été digérées par les enzymes de restriction (Alul,
Mspl, Hinfl et Pvull) ce qui indique que les régions ITS
des isolats de Phytophthora spp étudiés contiennent des
sites de reconnaissance pour ces enzymes. Dans
I'analyse des profils de restriction, seule 'enzyme Haelll
a généré un fragment de restriction (900 pb) qui était
équivalent a la taille approximative du fragment non
digéré des régions ITS des isolats de Phytophthora spp.
L’analyse des profils de restriction obtenus a permis de
déterminer le nombre et la taille des fragments générés
par chaque enzyme. Ainsi, aprés digestion, les enzymes

Mspl et Pvull ont reconnu un seul site de restriction surle
génome de I'ADN en générant deux fragments de
restriction de tailles respectivement estimées a 600 ; 300
pb et 700 ; 200 pb (Tableau 2). La digestion des régions
ITS avec I'enzyme Alul a produit trois fragments dont la
somme des fragments digérés était inférieure a la taille
des fragments de produit PCR- RFLP (tableau 2). Les
profils de restriction générés par les enzymes de
restriction sur la base du nombre et des tailles de
restriction ont permis d'identifier avec succes les isolats
de Phytophthora spp étudiés. Dans notre étude, chaque
enzyme de restriction a généré des profils qui étaient
fortement similaires pour tous les isolats étudiés ce qui
indique une relation génétique trés étroite entre les isolats
éprouvés. Les résultats de l'analyse morphologique et
moléculaire ont confirmé la présence de Phytophthora
palmivora comme I'espece la plus dominante du verger
cacaoyers ivoirien bien que P. megakarya ait été
récemment découverte dans I'Est du verger cacaoyers.
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Figure 2 : Profils PCR-RFLP des isolats de Phytophthora spp aprés digestion par les enzymes de restriction Haelll (A) ;

Alul (B) ; Mspl (C) ; Pvull (D), Hinfl (E).

Tableau 2 : Tailles estimées des fragments de restriction PCR-RFLP des isolats de Phytophthora spp

Taille approximative (pb)

Taille des fragments (pb) PCR-RFLP obtenus

Enzymes
produits ITS-PCR avec les enzymes de restriction
Haelll =900 900
Mspl =900 600 ; 300
Pvull =900 700 ; 200
Alul =900 520;170; 150
Hinfl =900 340 ;260 ;170 ;130
DISCUSSION

Les résultats des descripteurs morphoculturaux et
morphométriques, des isolats de Phytophthora spp ont
montré une variation significative au niveau des
caractéeres morphologiques asexués. Les isolats étudiés
ont présenté sur milieu de culture des faciés culturaux
caractéristiques avec un thalle a facies variant de radié et
stellé & pétaloide, a mycélium aérien moyennement
abondant et a front de croissance régulier ou festonné.
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Ces isolats de Phytophthora étaient caractérisés par des
sporanges caducs de forme ellipsoide & ovoide avec une
papille proéminente. La longueur et la largeur moyenne
des sporanges se situaient entre 33,25 - 55,00 um de
long et 21,99 a 34,37 um de large et emportaient un
pédicelle court (longueur <5 pm) avec un rapport
longueur/largeur variant de 1,23 & 1,94. L'ensemble des
valeurs morphométrques obtenues sont corroborées avec
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des études antérieures qui ont montré que les sporanges
des isolats de Phytophthora palmivora sont caducs avec
un pédicelle (< 5 um) et varient considérablement en
taille dont la longueur et la largeur moyenne sont
comprises respectivement ente 40 — 60 X 20 - 35 um
avec un rapport L/l variantde 1,4 a 2 (Ho, 1990 ; Erwin et
al., 1996 ; Pongpisutta, 2004). Semangun (2000), a
rapporté que les sporanges de Phytophthora palmivora
de forme ellipsoide a ovoide avaient une taille qui variait
de 30 - 60 pum de long et de 20 - 40 um de large dont le
rapport longueur/largeur variait de 1,6 a 2,0. Ces
variations de tailles moyennes observées entre ces
résultats seraient dues a I'hdte, a I'age de la culture, et
aux conditions environnementales (Waterhouse, 1974 ;
Holliday, 1980, Erwin et al., 1996 ; Drenth et al., 2001).
Tous les isolats de Phytophthora dont les caractéres
morphologiques sont évalués ont été identifiés comme
appartenant a I'espéce Phytophtora palmivora selon la
clé taxonomique de Waterhouse. Selon certains auteurs
(Drenth et al., (2001), Martin et al., (2004), Ivors et al.,
(2004)) ; les caracteres phénotypiques asexués sont des
indicateurs d'identification des Phytophthora du fait de
leur variation phénotypique et du chevauchement de
certains caracteres morphologiques. Dés lors, la
technique moléculaire PCR-RFLP développée au cours
des 10 derniéres années (Cooke & Duncan, 1997, Appiah
etal., 2003, Bowman et al., 2007,) a été utilisée pour une
identification fiable des isolats. Dans nos expériences,
pour tous les isolats étudiés, des fragments d’ADN
d’environ 900 pb ont été amplifiés avec les amorces
universelles ITS1/ITS4 et aucune variation de longueur
n'a été observée pour les régions ITS amplifiées ce qui
signifie qu’aucun événement (délétion/insertion) majeur
ne semble avoir intervenu dans les régions intergéniques
amplifiées. La taille des brins d’ADN obtenue
correspondait a celle attendue des régions ITS de

CONCLUSION

Il ressort de notre étude que la techniqgue PCR-RFLP a
été plus discriminante par rapport aux méthodes
traditionnelles pour caractériser et identifier les isolats de
Phytophthora spp. En effet, 'évaluation des caractéres
morphologiques repose sur des valeurs moyennes. De
nombreux chevauchements, dus aux écarts des mesures
de ces caractéres morphologiques peuvent conduire a
des erreurs d'identification ou & des identifications
imprécises. De plus, la majorité des caractéres
morphologiques sont variables selon I'environnement et
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Phytophthora palmivora tel que rapporté par Umaya
(2004). Dans notre étude, I'analyse de restriction des
régions ITS avec les enzymes de restriction a montré que
les isolats étudiés étaient génétiquement identiques
indépendamment de leur origine géographique. Dans
I'analyse de restriction seule 'enzyme Haelll a généré un
fragment de restriction qui était équivalent a la taille
approximative du fragment non digéré des régions ITS.
Ce résultat est corroboré par les travaux de Ristaino et
al., (1998); dans lesquels 'analyse du profil de restriction
révélé par l'enzyme Haelll a permis d'identifier P.
palmivora parmi neuf autres espéces de Phytophthora.
L'enzyme de restriction Alul, a généré des fragments dont
la somme des fragments de restriction était inférieure
(520 ;170 ; 150 pb) 4 la taille des fragments des produits
PCR (900 pb), ceci pourrait étre attribué a la difficulté de
visualiser les fragments de moins de 50 pb ou & la
migration des fragments de méme taille sur le gel. La
seconde raison possible pourrait étre due a la perte de
petits fragments pendant I'électrophorése sur le gel. Des
résultats analogues ont été obtenus par Appiah et al.,
(2003) et Ernesto ( 2009). Les profils de bandes générés
parla PCR-RFLP sur la base des fragments et des tailles
de restriction ont permis d'identifier Phytophthora
palmivora a partir des isolats étudiés. Cependant, aucun
polymorphisme n'a été observé au niveau des profils de
restriction ; ceci; refléte la forte conservation de la
structure nucléotidique des régions ITS entre les
populations de cette espéce. Des résultats similaires ont
été obtenus par Steven et al,, (1992) ; Ristaino,et al.,
(1998) et Martin et al., (2004 ) dans lesquels, I'analyse de
I’ADN nucléaire par la technique PCR-RFLP a montré
une forte variation interspécifique entre différentes
espéces de Phytophthora due au faible ou a 'absence de
polymorphisme au sein de chaque espéce.

les milieux de culture employés. Les résultats montrent
que la technique PCR-RFLP est un moyen rapide sélectif
et fiable dans l'identification des Phytophthora spp. En
outre, cette méthode peut étre utilisée comme outil de
prévention et de gestion dans la lutte contre la pourriture
brune des cabosses. Cependant, d’autres études
complémentaires telles que le séquengage de I'ADN
doivent étre menées afin de révéler une éventuelle
variation génétique au sein de I'espéce.
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