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Abstract

Corynespora leaf fall disease (CLFD) caused by Corynespora
cassiicola is increasingly a major problem for the development of rubber
production in Céte d'lvoire. In the search for solutions to this problem, the
efficacy of 11 fungicides (Azoxystrobin, Carbendazime + Chlorothalonil,
Carbendazime,  Chlorothalonil,  Difenoconazole,  Fosetyl-Aluminum,
Iprodione, Mancozeb, Metalaxyl + Copper Oxide, Pyraclostrobin +
Fenpropimorph, Triadimefon) was laboratory tested against an isolate of C.
cassiicola. The results of this test showed a high level of efficacy of four
fungicides, Iprodione, Carbendazime + Chlorothalonil, Carbendazim and
Pyraclostrobin + Fenpropimorph. The use of these four fungicides
formulations in mature plantation would be well indicated, to overcome this
foliar pathology.
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Résumé

La maladie de chute des feuilles « Corynespora leaf fall ou CLF »
causée par Corynespora cassiicola constitue de plus en plus un probleme
majeur pour le développement de 1’hévéaculture en Cote d’Ivoire. Dans la
recherche de solutions a ce probléme, Defficacit¢é de 11 fongicides
(Azoxystrobine,  Carbendazime +  Chlorothalonil,  Carbendazime,
Chlorothalonil, Difenoconazole, Fosetyl — Aluminium, Iprodione,
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Mancozébe, Metalaxyl + Oxyde de cuivre, Pyraclostrobine +
Fenpropimorphe, Triadimefon) a été testée au laboratoire contre un isolat de
C. cassiicola. Les resultats des tests in vitro ont montré un haut niveau
d’efficacité de quatre fongicides, Iprodione, Carbendazime + Chlorothalonil,
Carbendazime et Pyraclostrobine + Fenpropimorphe. L’emploi de ces quatre
formulations fongicides en plantation mature serait bien indiqué, pour venir a
bout de cette pathologie foliaire.

Mots clés : Corynespora cassiicola, CLF, hévéa, fongicides, Cote d’Ivoire

Introduction

Corynespora cassiicola (Berk & Curt.) Wei. est un agent pathogéne
fongique responsable de la maladie de chute des feuilles (CLF) chez 1’hévéa.
Cette maladie, comme son nom I’indique, entraine des défoliations répétées
qui affaiblissent I’arbre et par conséquent sa production a cause de la
perturbation de la photosynthése. Elle a été découverte pour la premiére fois
en Inde en 1958 (Ramakrishan et Pillay, 1961). Initialement confinée en
pépiniéres, elle s’est ensuite étendue aux jeunes puis aux arbres adultes dans
certaines localités de I’Inde au cours des années 1969 a 1976 (Georges et
Edathil, 1980). Elle fit son apparition en Malaisie en 1960 (Newsam, 1961),
au Nigeria en 1969 (Awederu, 1969), en Indonésie en 1980 (Teoh, 1983), au
Brésil (Junqueira et al., 1985), au Sri lanka (Liyanage et al., 1986) et en
Thailande en 1985 (Pongthep, 1987). Considéré au départ comme étant un
champignon facultatif, C. cassiicola est devenu aujourd’hui une véritable
menace pour l’industrie du caoutchouc mondial (Jayasinghe, 2000). Cette
affection pathologique se caractérise par des lésions nécrotiques développées
sur les feuilles avec un noircissement des nervures donnant une apparence
typique d’« aréte de poisson » ou « rail de train » (Ramakrishanan et Pillay,
1961). Elle se manifeste toute I’année et affecte les feuilles a tous les stades
de développement. L’infection d’un clone sensible entraine une défoliation
compléte et parfois la mort de ’arbre (Kajornckaikul, 1987). Dans de
nombreux cas, elle provoque de sérieuses pertes de la production de
caoutchouc naturel d’environ 20 a 25 % (Barthe et al., 2007).

En Cote d’Ivoire, de fortes attaques de Corynespora cassiicola ont été
signalées pour la premiere fois, sur les clones RRIC 103 et RRIC 110, dans
les années 90 ; entrainant ainsi leur retrait de la liste des clones recommandes
(Wahounou et al., 1996). Cette mesure visait a éviter la propagation de la
maladie sur ’ensemble du verger hévéicole en 1’absence de moyens de lutte.
Depuis 2010, il y a la résurgence des attaques épidémiques sur le clone IRCA
18 avec d’importantes conséquences économiques. Compte tenu de I’ampleur
des dégats causes par C. cassiicola sur les hévéas, notamment sur le clone
sensible IRCA 18 qui couvre environ 10 % du verger hévéicole national, la
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recherche de moyen de lutte contre ce champignon devient une nécessite. Ce,
d’autant plus que la liste des clones sensibles pourrait s’allonger, aggravant
ainsi la détresse des hévéacultures. Avec les avancées en matiere d’¢laboration
de molécules chimiques davantage efficaces et a effet sur le court terme, la
lutte chimique s’impose dans une premicre étape dans les investigations pour
faire face a ce fléau.

Ce présent travail rend compte d’une évaluation au laboratoire de
I’efficacité de fongicides contre C. cassiicola afin de rechercher un moyen de
lutte efficace contre ce champignon.

Matériels et méthodes
Matériel fongique

L’agent fongique utilisé dans cette étude a été un isolat de
Corynespora cassiicola isolé sur du milieu de culture PDA, a partir de feuilles
d’hévéa malade échantillonnées dans une plantation d’Aboisso, région située
dans le Sud-est de la Cote d’Ivoire.

Fongicides

Les fongicides utilisés dans cet essai sont au nombre de onze. Il s’agit
d’Azoxystrobine, Carbendazime +  Chlorothalonil,  Carbendazime,
Difenoconazole, Fosetyl — Aluminium, Iprodione, Mancozéebe, Metalaxyl +
Oxyde de cuivre, Pyraclostrobine + Fenpropimorphe, Triadimefon. Ces
fongicides ont été offerts par les firmes phytosanitaires de Cote d’Ivoire. Leurs

caractéristiques physico-chimiques sont résumées dans le tableau ci-dessous.
Tableau 1 : Caractéristiques des fongicides utilisés contre Corynespora cassiicola

Nom . Matiére active Concentration Type de . Mode d’action
commercial formulation
Balear Chlorothalonil 720 g/l Suspenspn Contact
concentrée
Bankit Azoxystrobine 250 g/l Suspenspn Systémique
concentrée
Banko olus Carbendazime 100 g/l Suspension Systémique
P Chlorothalonil 550 g/l concentrée Contact
Calliéte - Concentré -
Fosetyl — Aluminium 800 g/kg emulsionnable Systémique
Carhino Carbendazime 500 g/kg Poudre mouillable  Systémique
Comet Plus Pyraclostrobine 100g/1 Concentré Svstémiaue
Fenpropimorphe 375 g/l émulsionnable Y g
Difecor Difenoconazole 250 g/l (;once_ntre Systémique
émulsionnable
Ivory Mancozébe 800 g/kg Poudre mouillable  Contact
Piécho Iprodione 500g/kg Poudre mouillable  Contact
Trical Triadimefon 250 g/l (;once_ntre Systémique
émulsionnable
Ridomil plus Metalaxyl 60 g/kg Poudre mouillable  Systémique
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Oxyde de cuivre 600 g/kg Contact

Evaluation de la sensibilité in vitro de Corynespora cassiicola aux
fongicides

Dans cette étude, la technique d’appat empoisonné a été utilisée pour
évaluer les différents fongicides. Le milieu de culture PDA compose de
flocons de pomme de terre (20 g/l), D-glucose (20 g/1) et d’ Agar-Agar (20 g/l)
a été utilisé comme milieu de base. Aprés autoclavage des milieux, des
quantités de chaque fongicide ont été prélevées puis incorporées au milieu
PDA, donnant ainsi, cing niveaux de concentration : 10, 50, 100, 500 et 1000
ppm. Une fois le milieu amendé, des disques mycéliens de 1 cm de diametre
prélevés au front de croissance des cultures pures de C. cassiicola agées de 7
jours, ont été déposés au centre des milieux solidifiés incorporés des
différentes concentrations de fongicides (traitements) et des milieux solidifiés
sans fongicide (témoin). Pour chaque traitement, cing boites de Pétri ont été
utilisées. L’expérience a été répétée 3 fois.

Des mesures journalieres du diametre mycélien des colonies fongiques
ont été effectuées a I'aide d’une régle graduée suivant deux axes
perpendiculaires au revers de la boite de Pétri. Les mesures ont été arrétées
lorsque les filaments mycéliens ont atteint la périphérie de la boite de Pétri de
9 cm de diameétre dans les lots témoins. L’efficacité des fongicides a été
évaluée selon la méthode Kumar et al. (2007). Pour chaque concentration, le
taux d’inhibition moyen de la croissance mycélienne a été calculé selon la
formule proposée par Vincent (1927).

| (%) = 100 (DO - DT) / DO

| (%) : Taux d’inhibition en pourcentage du diamétre mycélien

Do : Diamétre mycélien (cm) des colonies témoins

Dt : Diametre mycélien (cm) des colonies traitées

Le niveau de sensibilité ou de résistance de 1’isolat aux fongicides a été
déterminé selon I’échelle de Kumar et al. (2007) avec de Iégeres modifications

(tableau 2).
Tableau 2 : Niveau d’efficacité fongicide en fonction de 1’échelle de Kumar et al. (2007)

Classe des taux Niveau de . , .

Echelle d’inhibition sensibilité/résistance du ?Iwe.a U defficacité du
mycélienne | (%) champignon ongicide

1 1>90 % Hautement Sensible Tres bonne efficacité

2 5% <1<90% Sensible Bonne efficacité

3 60% <I1<75% Modérément Résistant Efficacité moyenne

4 40%<1<60% Résistant Faible efficacité

5 1<40 % Hautement Résistant Tres faible efficacité
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Analyses statistiques

Les taux d’inhibition de la croissance mycélienne ont subi une
transformation arcsinV en vue de normaliser la distribution et égaliser les
variances. Une analyse de variance (ANOVA) a 5 % de signification a été
effectuée a 1’aide du logiciel informatique Statistica version 7.1. La
comparaison des moyennes des taux d’inhibition a été effectuée avec le test
de Newman et Keuls au seuil de 5 %.

Résultats
Efficacité in vitro des fongicides contre Corynespora cassiicola

Le test d’évaluation au laboratoire de 1’efficacité de 11 fongicides
contre Corynespora cassiicola par la technique d’appat empoisonné montre
globalement que, ’effet des fongicides sur la croissance mycélienne du
champignon varie en fonction du fongicide et des doses utilisées (Figure 1).

En effet, sur les milieux de culture contenant Iprodione et
Pyraclostrobine + Fenpropimorphe, aucun développement mycélien de C.
cassiicola n’a été observé, méme a faible dose. A partir de 50 ppm, aucune
croissance fongique n’a été observée au niveau de Carbendazime +
Chlorothalonil, Carbendazime et Mancozebe. Avec 10 ppm, la croissance
myceélienne a été tres faible pour Carbendazime + Chlorothalonil et
Carbendazime, avec 0,3 et 0,4 cm de diametre et moyenne pour Mancozebe
(4,65 cm). Quelle que soit la dose (10, 50, 100, 500 et 1000 ppm), les
fongicides utilisés, a 1’exception de Métalaxyl + Oxyde de cuivre, se
distinguent statistiquement les uns des autres par la croissance mycélienne et
sont différents du témoin (croissance mycélienne sur milieu sans fongicide).

L’échelle de Kumar et al. (2007) utilisee dans le test de
sensibilité/résistance de C. cassiicola aux fongicides a permis de classer les
onze fongicides étudiés en cinq groupes selon leur pourcentage d’inhibition
global de la croissance mycélienne de C. cassiicola (Tableau 3). Ainsi, le
premier groupe de fongicides constitué de Pyraclostrobine + Fenpropimorphe,
Iprodione, Carbendazime + Chlorothalonil et Carbendazime ont entrainé une
forte inhibition de la croissance mycélienne de C. cassiicola dans I’ordre de
94 a 100 %. A faible dose de 10 ppm, C. cassiicola a montré une forte
sensibilite a ces quatre fongicides. Corynespora cassiicola a donc été
hautement sensible a ces 4 fongicides, qui se classent ainsi dans le premier
niveau d’efficacité (trés bon). Le deuxieme groupe est composé de fongicides
auxquels, C. cassiicola a été sensible. Il s’agit de Difénoconazole et
Mancozebe. Ces deux molécules ont inhibé la croissance mycélienne du
champignon dans 1’ordre respectif de 84,32 et 88,29 %. Ils se classent ainsi
dans le groupe des fongicides ayant une bonne efficacité. Le troisieme groupe
est composé de Chlorothalonil et Triadiméfon auxquels C. cassiicola a montré
une résistance modérée. Ces fongicides ont respectivement réduit la croissance
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mycélienne a des taux de 73,29 et 69,24 %, leur conférant de ce fait, une
efficacitt modérée. Le quatrieme groupe, constitué uniquement
d’Azoxyxtrobine a montré un faible niveau d’efficacité avec un pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne de ’ordre de 45,97 %. Quant au
dernier groupe, il est constitué de Fosetyl — Aluminium et Métalaxyl + Oxyde
de cuivre. Ils ont induit respectivement des pourcentages d’inhibition globaux
de 30,34 et 12,82 %. Ainsi, C. cassiicola a été hautement résistant a ces deux
molécules quelle que soit les doses utilisées et terminent au bas de 1’échelle

d’efficacité.
Figure 1 : Diametre mycélien moyen de C. cassiicola en fonction des doses de chaque
fongicide
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Tableau 3 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de C. cassiicola en
fonction de la dose de chaque fongicide

Pourcentage d’inhibition (%) a différentes doses (ppm) des fongicides Pourcentage
Fongicide d’inhibition

10 50 100 500 1000 global (PIG)
Pyraclostrobine + 55 59, 100+0,00a 100+0,00a 100+0,00a 100+0,00a 100+0,00a
Fenpropimorphe
Iprodione 100£0,00a 100+0,00a 100+£0,00a 100+0,00a 100+0,00a 100+0,00a
Carbendazime +

6 94,50+0,05b  100+0,00a 100+0,00a 100£0,00a 100+0,00a 98,90+2,45a

Chlorothalonil
Carbendazime 94,0+0,98b 100£0,00a 100+0,00a 100£0,00a 100+0,00a 98,80+2,68a
Difenoconazole 49,0+1,74¢ 81,37+#1,37b  91,25+1,02b  100+0,00a 100+0,00a 84,32+21,18a
Mancozébe 41,47#1,35d  100%0,00a 100+0,00a 100£0,00a 100+0,00a 88,29+26,17a
Chlorothalonil 46,0+1,14¢ 73,3740,84c  78,62+1,09d  81,75+0,87b  86,25+0,000  73,29+16,01lab
Azoxystrobine 34,8740,92f  43,12+1,35¢  49,750,98 4825+1,20c  53,87+0,09d  45,97+7,30bc
Triadimefon 13,0+1,469 4587+1,44d  87,37+1,09c  100+0,00a 10040,00a 69,24+38,50ab
Fosetyl - 11,87+¢1,58h  19,75+0,98f  23,25¢120f  32,12+1,02d  64,75¢0,13c  30,34+20,55¢cd
Aluminium
Metalaxyl + 0,0£0,0i 1251179 4,121,189  1812+1,06e  40,62+0,15¢  12,82+17,13d

Oxyde de cuivre

Dans la méme colonne, les valeurs portants les mémes lettres sont
statistiquement identiques (Newman et Keuls, o = 0,05)

Un effet dose a été par ailleurs observeé. Les résultats indiqués sur la
figure 2 montrent que le pourcentage d’inhibition croit avec la concentration
de fongicide. Ainsi, pour les doses de 10, 50, 100, 500 et 1000 ppm, les
pourcentages d’inhibition ont été respectivement de 53, 69, 75, 80 et 85 %.
L’analyse statistique révéle en outre, une inhibition significative de la
croissance mycélienne entre 10 et 100 ppm. Par contre, entre 500 et 1000 ppm,
I’effet fongitoxique des fongicides n’est pas significatif.

100
90
BO
70
60
50
40

30

POURCENTAGE D'iNHIBITION [%0)

10

AB
I

i

100

A

[
il

500

COMNCENTRATION DED FONGICIDES (PPM)

1000

Figure 2 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de C. cassiicola en fonction
des concentrations des fongicides

Les barres portant la méme lettre sont statistiquement identiques (a =5%)
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Discussion

L'évaluation in vitro des fongicides a permis d’obtenir des résultats
préliminaires et utiles sur I'efficacité des fongicides contre Corynespora
cassiicola, agent fongique responsable de la maladie CLF. Dans cette étude,
onze fongicides ont été testés a cinqg différentes concentrations (10, 50, 100,
500 et 1000 ppm) contre C. cassiicola. Parmi ces fongicides, quatre a savoir
le Pyraclostrobine + Fenpropimorphe, Iprodione, Carbendazime +
Chlorothalonil et Carbendazime se sont avérés tres efficaces. L’agent fongique
a exprime, méme a faible dose (10 ppm), une hypersensibilité a ces quatre
fongicides, surtout aux deux premiers avec une inhibition totale de leur
développement. L’efficacité de Pyraclostrobine + Fenpropimorphe pourrait
s’expliquer par la combinaison de deux mati¢éres actives. En effet, la
Pyraclostrobine est une molécule systémique appartenant a la famille des
strobilurines curatives a action endothérapique (Phytoma, 2003). Elle est
caractérisée, de ce fait, par un champ d’activité tres large, lui conférant un haut
niveau d’efficacité. Son association avec le Fenpropimorphe, substance active
de la famille des morphines, a mode d’action systémique serait & la base de
I’inhibition totale du développement de C. cassiicola, donc de leur efficacité
remarquable. Quant a I’Iprodione qui est un fongicide de contact de la famille
des dicarboximides, son efficacité totale au laboratoire contre C. cassiicola
serait due au fait qu’il inhibe la germination des spores et bloque le
développement du myceélium (FRAC, 2018). Il agit, en effet, sur plusieurs sites
comme les mitochondries, le réticulum endoplasmique et le noyau cellulaire
pour les dénaturer. Le Carbendazime est une molécule couramment utilisée
dans la lutte chimique contre les maladies cryptogamiques a cause de son effet
fongitoxique sur les champignons. Fongicide systémique de la famille des
benzimidazoles, il agit comme un inhibiteur du développement des tubes de
germination et de la croissance de mycéliums (Acta, 2005) ; ce qui lui confere
une trés bonne efficacité contre C. cassiicola. Malgré son efficience, il est
beaucoup utilis¢é en combinaison avec d’autre fongicide comme le
Chlorothalonil, ce qui renforcerait davantage son efficacité. Des résultats
similaires ont été rapportés par plusieurs auteurs tels que Vawdrey et al.
(2008) ; Fernando et al. (2010) ; Manju (2011) et Avozani et al. (2014) a I’issu
des tests d’efficacité fongicide au laboratoire. Il est, en effet ressorti de leur
étude que certaines molécules telles que le Carbendazime, Chlorothalonil,
Fenpropimorphe, Iprodione et Pyraclostrobine sont efficaces contre C.
cassiicola. Le deuxieme lot de fongicides ayant montré un bon niveau est
constitué de Difénoconazole et Mancozebe. Les autres fongicides, dans 1’ordre
d’efficacit¢ moyenne a trés faible, ont ét¢ Chlorothalonil, Triadimefon,
Azoxyxtrobine, Fosetyl — Aluminium et Metalaxyl + Oxyde de cuivre.

Il convient de noter que tous les fongicides utilisés dans cette étude
ayant deux matiéres actives associées, a I’exception de Metalaxyl + Oxyde de
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cuivre ont montré un bon niveau d’efficacité contre C. cassiicola. Cette
efficience serait attribuable a leur spectre d’activité plus large du fait qu’ils
sont constitués de la combinaison de deux substances actives. Des
observations similaires ont été faites par Manju (2006) dans une étude sur les
moyens de lutte chimique contre la défoliation causée par C. cassiicola sur les
hévéas. Selon lui, la trés bonne efficacité de Mancozebe + Carbendazime
serait due a sa double action (contact et systémique). En effet, les
combinaisons de fongicides conduisent a une synergie car elles élargissent le
spectre d’activité antifongique contre plusieurs maladies pouvant attaquer
simultanément les cultures (Gisi, 1996). De plus, elles retardent la sélection
de résistances individuelles dans les populations de pathogénes (Gisi, 1996).
Cependant, la haute résistance de C. cassiicola au Métalaxyl + Oxyde de
cuivre, malgré leur combinaison pourrait s’expliquer par le fait que le
Métalaxyl est une molécule qui agit spécifiquement contre les champignons
de la classe des Oomyceétes (Acta, 2005). Il en est de méme pour Fosetyl -
Aluminium, qui S’est aussi révélé moins efficace ; leur spécificité contre les
Oomycetes serait a la base de leur inefficacité contre C. cassiicola (Acta,
2005) qui est un champignon de la classe des Ascomycetes. Les fongicides de
contact utilisés dans ce test ont montré pour la plupart, un bon niveau
d’efficacité contre C. cassiicola. Cette efficacité observee serait due a leur
mode d’action multisite. En effet, ces substances chimiques ont la possibilité
d'agir sur des sites variés, c'est-a-dire sur différents aspects de la physiologie
d’un champignon ; ce qui empéche le pathogene de développer une résistance
(Bacon 2002). Contrairement aux fongicides multisites, les fongicides unisites
possedent un seul site d’action ; ce qui pourrait favoriser a long terme, le
développement de résistance comme 1’a relevé Bacon (2002). Un effet dose a
été également observé de 0 a 100 ppm. En effet, les fortes doses de fongicide
ont entrainé des inhibitions significatives de la croissance mycélienne.
Cependant, & une concentration seuil de 500 ppm, I’efficience des fongicides
est stabilisée. Tous les fongicides, a dose €élevée, ont certes entrainé des taux
d’inhibitions significative de la croissance mycélienne de C. cassiicola
comparativement au témoin, mais ils ne sont pas tous efficaces. En effet,
I’efficacité d’un fongicide réside dans sa capacité a inhiber le développement
du champignon a des doses relativement faibles ; et la dose efficace est celle
a laquelle I’inhibition est totale (Sharma et Mohanan, 1991). Cela est tout a
fait rationnel, dans la mesure ou I’utilisation massive des fongicides
entrainerait, non seulement, 1’induction des souches de champignons
résistantes mais aussi  causerait irreversiblement une pollution
environnementale avec ses multiples conséquences désastreuses.

348



Conclusion

Dans la recherche de solution de lutte contre la maladie de chute des

feuilles de I’hévéa (CLF) causée par Corynespora cassiicola, des travaux ont
¢té menés au laboratoire. Les résultats des travaux ont révélé 1’efficacité de
quatre fongicides sur onze testés. Il s’agit dans 1’ordre d’efficacité croissante
de I’Iprodione (Piécho), Carbendazime + Chlorothalonil (Banko plus),
Carbendazime (Carhino) et Pyraclostrobine + Fenpropimorphe (Comet plus).
L’emploi de ces quatre formulations fongicides en plantation mature serait
bien indiqué, pour venir a bout de cette pathologie foliaire.
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