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Etude in vitro des facteurs responsables de la
formation des populations femelles de patho-
types francais d’Heterodera avenae Woll. sur
variétés d’orge et de blé

Frangoise PERSON-DEDRYVER
avec la collaboration technique de Danielle PANNETIER

LN.R.A., Laboratoire de Zoologie, Centre de Recherches de Rennes, B.P. 29, F 35650 Le Rheu

RESUME

La formation des femelles est étudiée sur plante poussant en conditions entiérement contrblées de boites de
Petri, dans le but de minimiser I’impact des facteurs méthodologiques sur le développement du nématode. Le
milieu étant constitué¢ uniquement d’eau et d’agar agar, les conditions de culture sont peu favorables au déve-
loppement des plantes. Nous avons donc été amenés a étudier le facteur poids du grain sur la formation des
femelles, le grain constituant la seule réserve nutritive possible pour la plante. Il n’intervient en fait que pour
une seule variété sur les 11 lignées de blé étudiées de ce point de vue. Les conditions de culture de la plante pro-
ductrice de grains a tester sembleraient également avoir une influence sur le développement des femelles.

Un géniteur non fixé comme héte a ’encontre d’H. avenae, tel que la lignée de blé V.P.M. 1.1.1.2. R4 peut étre
responsable de variations de I’importance des populations femelles formées.

La comparaison des résultats obtenus sur divers haploides doublés issus d’un méme blé ou entre haploides dou-
blés et leur lignée d’origine montre que les femelles se forment en moyenne de maniére similaire sur ces diverses
plantes présentant des caractéres hbtes génotypiquement identiques vis-a-vis d’H. avenae.

Par contre, ’emploi de grains issus d’un méme haploide doublé de blé, matériel végétal génotypiquement
homogene, ne supprime pas les variations dans la formation des femelles entre les répétitions d’un méme essai.
Ces variations dépendent donc, soit de la méthodologie employée, soit du nématode lui-méme.

L.a plus grande part de la variabilité enregistrée dans la formation des femelles dépend du nématode lui-méme.
Chaque pathotype d’H. avenae posséde une agressivité propre a Pencontre de chaque lignée testée. Cette agres-
sivité peut étre modifiée, soit par recombinaisons génétiques aprés croisement entre pathotypes, soit par pres-
sion de sélection sur plante possédant des génes de résistance vis-a-vis du nématode. A partir de nos résultats,
nous pouvons avancer ’hypothése suivante : Putilisation effective de la capacité d’un pathotype a contourner
des résistances se traduit par une diminution globale de son agressivité.

Mots clés additionnels : Nématode, Triticum aestivam, Hordeum vulgare L., haploide doublé, agressivité,
hybridation, pression de sélection.

SUMMARY

Study in vitro of the factors responsible for the development of female populations of French
pathotypes of Heterodera avenae Woll. on wheat and barley varieties.

The development of females has been studied on young cereal seedlings grown in Petri dishes. In these
controlled conditions of cereal culture, the impact of physical factors on nematode development was minimal.
The culture medium consisted of water and agar, so the seeds were the main nutritive reserve of the plants. The
weight factor of the seed had an influence on the development of females for only one variety of the 11 tested
wheat lines. The culture conditions of the plants from which the seed was taken were sometimes responsible
for variable formation of female populations.

The temperature fluctuations registered between Petri dishes stocked in the culture room did not induce
variable development of the females. In the case of a wheat parent variable for host quality to H. avenae, such
as V.P.M. 1.1.1.2. R4, fluctuation of female populations was also observed.

The results obtained on genotypically identical seeds of different doubled haploids issued from the same wheat
cultivar or on their original line showed that the mean numbers of females developed on these different plants
were statistically similar. However, the use of genotypically identical seeds issued from the same doubled
haploid of wheat did not remove all variability in female formation in the replicates of a single trial.

The nematode itself provides the main source of variability in female development. Each pathotype of H. avenae
had its own aggressiveness against each cereal line tested. Modifications of this aggressiveness were obtained by
genetic recombination in crosses between different pathotypes or by selection pressure on plants resistant to the
nematode. From our results, it appears that the aggressiveness of a pathotype tends to decrease as a
consequence of more effective virulence in relation to resistance genes.

Additional key words : Nematode, Triticum aestivamn, Hordeum vulgare L., doubled haploid,
aggressiveness, hybridization, selection pressure.
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I. INTRODUCTION

Le caractére fluctuant de I'importance des popula-
tions femelles d’H. avenae est noté lors de la réalisa-
tion de tout test de multiplication du nématode fait,
soit a I’extérieur sur sol contaminé, soit en conditions
contrblées de boites de Petri sur agar agar (RIVOAL,
1977 ; PERSON & DOUSSINAULT, 1978). Certains fac-
teurs responsables de cette fluctuation enregistrée dans
la formation des femelles sont déja bien connus. Le
plus important concerne I’existence de différents
pathotypes du nématode répertoriés en France
(RIVOAL, 1977) se multipliant plus ou moins sur plan-
tes dépourvues de génes de résistance vis-a-vis d’H.
avenae (RIVOAL, 1977 ; PERSON & DOUSSINAULT,
1978 ; RIVOAL & PERSON-DEDRYVER, 1982). Les
variations de température enregistrées durant le déve-
loppement des différents pathotypes ont également un
effet non négligeable sur 'importance des populations
femelles formées (PERSON & DOUSSINAULT, 1978).

Une étude explicative des phénomeénes jouant sur les
variations enregistrées entre divers niveaux de popula-
tions femelles d’H. avenae obtenus sur une méme
variété a été entreprise. Nous voulons ainsi mettre en
évidence I’influence de facteurs essentiellement biologi-
ques ou parfois physiques responsables de la fluctua-
tion de développement d’H. avenae enregistrée sur cul-
tivar d’orge ou de blé. L’origine et la nature du maté-
riel végétal et du nématode ont été analysées successi-
vement. Pour la réalisation de ce travail, la méthode
d’élevage du nématode en conditions contrdlées des
boites de Petri a été préférée a celles utilisant du sol
naturellement ou artificiellement contaminé par des
kystes. Cette méthode permet I’étude du développe-
ment d’un nombre déterminé de larves infectieuses L2
jusqu’au stade femelle adulte fécond, et ce type
d’analyse ne peut &étre realisé avec les techniques se
basant sur I'inoculation par kyste avec taux de remplis-
sage et de sortie de larves fluctuants et invérifiables
(RIVOAL et al., 1978).

Dans le but de minimiser ’intervention des facteurs
inhérents a la méthode utilisée sur les résultats obtenus
entre chaque répétition ou essai, un travail préliminaire
concernant essentiellement les variations de la tempé-
rature et le poids des grains a été entrepris. Il compléte
les études menées dans ce sens par PERSON & DOUSSI-
NAULT (1978).

II. MATERIEL ET METHODES
A. Le nématode

Trois pathotypes d’origine différente seront utilisés :
FR1 méridional, FR4 septentrional, FR2 de Charente-
Poitou et identifiés pour les 2 premiers aux pathotypes
Ha41 et Hal2 déterminés sur la gamme d’hotes inter-
nationale d’H. avenae et répertoriés par ANDERSEN &
ANDERSEN (1982).

Les kystes utilisés pour cette étude proviennent,
quand aucune précision n’est apportée, de culture de
blé cv. Hardi réalisée en pot sur sol infesté en condi-
tions extérieures. Ils sont conservés dans de l’eau
durant 2 mois a 20 °C, puis & 5 °C afin de lever la dia-
pause des larves infectieuses L2 (RIVOAL, 1979).

Dans le but d’élargir ou de mettre en évidence les
potentialités de variation de ’agressivité du parasite,
des croisements entre pathotypes et des pressions de
sélection ont été réalisés. La pression de sélection est
faite au moyen d’élevages de nématodes issus d’un
pathotype donné sur au moins 2 cultures consécutives
de la méme variété présentant ou non des génes de
résistance vis-a-vis d’H. avenae. Les hybrides F1 issus
de 2 pathotypes sont obtenus suivant la technique
décrite précédemment (PERSON & RIVOAL, 1979).

B. Le végétal

Quatre cultivars de blé : Triticum aestivum, cvs
« Capitole », « Hardi », « Lutin », « Moisson » et un
d’orge : Hordeum vulgare L. cv. « Aramir » sont uti-
lisés. Pour ces 5 variétés démunies de génes de résis-
tance connus a P’égard d’H. avenae, deux composantes
du test pourraient étre a 1’origine de variations éven-
tuelles de I’'importance des populations femelles dans
nos travaux : le poids du grain et la plante d’ou pro-
viennent les grains. Le grain est considéré, dans cette
expérimentation comme un apport nutritif essentiel a
la jeune plantule poussant sur milieun constitué unique-
ment d’eau et d’agar. Les plantes, dont sont issus les
grains étudiés, ont été cultivées en serre afin d’avoir
des conditions de culture les plus homogénes possibles.
Plusieurs épis par variété sont étudiés, chacun d’eux
provient de plantes différentes.

Pour étudier ’effet de I’homogénéité des génotypes
pour leur caractére hote vis-a-vis d’H. avenae, nous
avons comparé différentes lignées d’haploides doublés
des variétés de blé cvs « Athys », « César » et « Mois-
son », soit entre elles, soit a leur lignée d’origine.
Les haploides doublés sont produits et fournis par
E. PICARD de ’université de Paris Sud centre d’Orsay,
et sont obtenus par cultures d’antheres de ces cultivars.
Leur nomenclature sera la suivante :

HD (x) Y gn
haploide génotype n° de génération
doublé haploidisé  I’haploide d’autofécon-
doublé de ce dation aprés
génotype haploidisation

Ces haploides doublés sont certainement fixés pour
la plupart des génes. Cependant différents haploides
doublés issus de « Moisson » ont présenté des réponses
quantitatives variées a 1’infection par Erysiphe grami-
nis D. C., Fusarium roseum Link. et Cercosporella
herpotrichoides Fron. (PARISI & PICARD, 1986). Ces
variations de la réponse a I’égard d’agents pathogénes
devraient trouver une explication dans les changements
moléculaires notés chez le DNA ribosomal de ces
haploides doublés (RODE ef al., 1987).

Pour voir dans quelle mesure il est possible de sélec-
tionner dans un géniteur qui présente une hétérogénéité
de sa capacit¢ a multiplier H. avenae, nous avons
introduit dans I’expérience la lignée de blé V.P.M.
1.1.1.2. R4 issue du croisement (Aegilops ventricosa 11
x Triticum persicum) x Marne? (DOSBA & DOUSSI-
NAULT, 1978). Cette lignée pourrait hériter de la résis-
tance de I’ Aegilops ventricosa Tausch N° 11 (DOSBA &
RIVOAL, 1981) et présente une grande variabilité de
son caractére hote vis-a-vis d’H. avenae (DOSBA et al.,
1979).
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Le cultivar d’orge cv. « Ortolan » présentant des
genes de résistance efficaces a I’encontre de 2 pathoty-
pes d’H. avenae Had4l et Fr3 (Hall) (PERSON-
DEDRYVER & DOUSSINAULT, 1984) sera utilisé dans le
cadre d’étude de pression de sélection.

C. Les tests nématologiques

Les racines des plantes cultivées en boites de Petri
sur milieu gélosé (20 g agar/l d’eau) sont infectées par
les larves infectieuses L2 du nématode suivant la tech-
nique PERSON & DOUSSINAULT (1978). Pour révéler le
caractére multiplicateur des plantes hétes, nous avons
démontré qu’il existe un effet inoculum. Il est néces-
saire d’apporter 48 larves du nématode pour le
pathotype Hal2 et seulement 24 pour les 2 autres Ha41
et Fr2.

Apreés inoculation, les boites sont stockées 24 h a
20 °C pour favoriser la pénétration des larves et dans
ces conditions environ 80 p. 100 d’entre elles sont
assurées d’entrer dans les racines de chaque plante de
I’essai. Les boites sont ensuite placées pour 2 mois
dans des enceintes climatisées a grande capacité de
stockage avec une photopériode de 16 h d’éclairage.
La température d’expérimentation est alors choisie en
fonction de P'optimum de développement de chaque
pathotype et varie en fonction des périodes d’obscurité
et d’éclairage, entre 14 et 19 °C pour Ha4l et 14 et
16 °C pour Hal2 et Fr2. Chaque essai est stocké indé-
pendemment.

Pour réduire la place occupée, on a eu recours a des
empilements de 4 boites dont la position respective est
repérée par une lettre de A 4 D en allant de haut en bas
(fig. 1). Une cinquié¢me boite cultivée est déposée sur la

Céveale
’E’ Boite sans nématode
1 A
i L
Milieu =\E$ c
eausagar T = 1 p Plateau

Figure 1
Position de la boite de Petri dans la pile : A, B, C ou D.
Place of the Petri dish in the pile : A, B, C ou D.

pile, mais aucun nématode n’y sera inoculé. Apreés réa-
lisation de diverses manipulations, il s’avére que cette
facon d’opérer supprime toute condensation sur le
couvercle de la boite en position A et évite ainsi une
déshydratation excessive de la gélose de cette boite,
néfaste a I’expérimentation. Ce facteur position de la
boite, non étudié antérieurement (PERSON & DOUSSI-
NAULT, 1978), pourrait jouer un réle non négligeable
dans la formation des femelles du parasite par ’inter-
médiaire de la variation de la température et (ou) de la
réaction des plantes a la quantité de lumiére recue entre
les différentes positions A, B, C et D.

D. Enregistrement de la température dans les boftes
de Petri

L’empilement des boites par pile de 4, a nécessité
I’enregistrement de la température dans une série de

4 boites pour évaluer les fluctuations des amplitudes
thermiques suivant les positions A, B, C et D des boi-
tes (fig. 1). Nous avons choisi de faire I’enregistre-
ment, dans I’expérimentation correspondant a I’étude
du pathotype Ha4l (14 a 19 °C) qui présente au ther-
mométre un maximum d’amplitude thermique entre les
périodes éclairées ou non.

Les mesures de la température dans les 4 boites sont
effectuées par P. BAUTRAIS (Laboratoire I.N.R.A. -
Zoologie Rennes) a ’aide de thermocouples reliés a
une centrale de mesure enregistrant les résultats toutes
les 2 heures.

E. Analyses statistiques

Les études de ’influence des facteurs position de la
boite dans la pile, origines des plantes testées et du
nématode utilisé, sur la formation des femelles d’H.
avenage sont basées sur I’analyse de variance avec ou
sans facteur hiérarchique. L’utilisation de ’extension
du test 4 rang multiple pour moyennes 4 nombres de
répétitions inégaux (KRAMER, 1956) ou le test de Dun-
can permettent la classification des moyennes de femel-
les adultes fécondes formées, quand cela s’avére néces-
saire.

La formation des femelles en fonction du poids du
grain est basée sur une analyse de régression et corréla-
tion linéaire.

III. LES RESULTATS

Le nombre de femelles formées peut dépendre soit
de la méthode employée, soit de I’origine du végétal ou
de celle du nématode. Les trois facteurs seront analysés
successivement.

A. Influence de la méthode utilisée

Les plantes sont cultivées dans les conditions parti-
culiéres de la boite qui leur sont défavorables. De ce
fait les facteurs position de la boite, poids du grain et
origine de 1’épi utilisé, jamais étudiés jusqu’a présent,
peuvent jouer sur les résultats et sont pris en compte
dans I’estimation de I’influence des facteurs méthodo-
logiques sur la formation des femelles.

1. Influence de la position de la boite de Petri

a) Etude de l’enregistrement de la température

Dans les différentes boites (fig. 2) deux phases « pla-
teaux » sont obtenues au cours de 24 h de culture et
correspondent aux périodes obscures et éclairées. Si
elles sont pratiquement identiques et comprises entre
14,1 °C et 14,4 °C pour les 4 positions de boite de
Petri en période non éclairée, des différences impor-
tantes sont enregistrées avec éclairage. La boite en
position A passe par la température maximum
(19,1 °C). L’effet de I’éclairage se fait de moins en
moins sentir, lorsque sont considérées successivement
les positions B, C puis D. Les positions B et C présen-
tent des maxima thermiques voisins et proches de
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Température °C 18 °C, alors que pour la position D, la température
atteint difficilement 17,3 °C. Il y a donc pratiquement
2 °C de différence pendant la période de lumiére entre
les positions A et D. Ces 2 types de boite passent par
des températures minimales trés voisines. Ainsi nous
estimons a presque 1 °C jour la différence dans les
sommes de température qu’elles recoivent journelle-
ment.

Les amplitudes restant identiques 2 jours consécu-
tifs, nous avons arrété ’enregistrement 62 h aprés sa
mise en place.

19

18

b) Etude de la formation des femelles (tabl. 1)
17

Pour un pathotype et une variété donnée, le nombre
de femelles formées peut &étre trés différent d’une
plante a une autre : de 1 a 13 pour Hardi en ce qui con-
cerne Had4l par exemple. Mais en aucun cas, nous ne
pouvons déceler une différence significative entre les
moyennes de femelles développées sur les 4 catégories
de boites : A, B, C ou D pour un cultivar donné et un
pathotype déterminé. Ces moyennes fluctuent cepen-
dant légérement entre elles. La position C donne
cependant la moyenne de femelles Ha41 la plus élevée
sur les 3 cultivars testés vis-a-vis de ce pathotype.

16

15

14 Figure 2
Enregistrement de la température dans 4 boites de Petri de niveaux
différents : A, B, C ou D.

135 1 0 ] 1.0 | — E = éclairage ; O = obscurité.
0 16 24 40 48 62 Temperature registered in 4 Petri dishes from different places in the
Temps (h) pile: A, B, C or D.
Mise en place de |'experimentation E = light ; O = derk.

TABLEAU 1
Etude du nombre de femelles d’Heterodera avenae formées par plante en fonction de la position de la boite dans la pile.
Production of females of Heterodera avenae per plant according to the place of the Petri dish in the pile.

Nématodes utilisés par plante

Varicteé
24 Hadl 24 Fr2 48 Hal2

m (» r m ® r m (p) r
Blé V.P.M. Position A 2,78 (1-6) 18 3,39 (1-8) 18
1.1.2 R4 Position B 2,31 (1-4) 16 3,70 (1-9) 23
Position C 3.00 (1-7) 22 2,53 (1-5) 18
Position D 2,47 (1-7) 19 3.53 (1-5) 15

F3, = 0,790 F3, = 1,799

HARDI Position A 5.17 (1-12) 24 3,50 2-7) 10
Position B 5,12 (1-13) 25 2,64 (1-7) 11
Position C 5,58 (1-12) 26 2,60 (1-6) 10
Position D 4,55 (1-10) 29 3,30 (1-8) 9

Figo = 0,529 Fi, = 0,526

Orge ARAMIR Position A 4,68 (19 19 2,60 (1-5) 15 321 (19) 14
Position B 4,10 (1100 20 2,40 (1-5) 20 3,45 (1-7) 11
Position C 500 (111 17 2,88 (17 24 3,5  (1-7) 10
Position D 461  (-11) 18 333 (1-8) 21 2,54 (1-7) 1

F3, = 0,790 F3, = 1,455 F}, = 0,468

m = moyenne ; (p) = valeurs extrémes minimales et maximales ; r = nombre de répétitions ; F'ﬁ = F de Snedecor calculé et présentant k,
degrés de liberté du facteur étudié (ici position de la boite) k, degrés de liberté de la résiduelle.
m = mean ; (p) = maximum and minimum values ; r = replicates ; Ft{ = F Snedecor.
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TABLEAU 2

Formation des femelles d’Heterodera avenae en boites de Petri en fonction du poids du grain.

Production of females of Heterodera avenae in Petri dishes according to seed weight.

783

Varieté de Blé

Nématodes utilisés par plante

24 Ha4l 24 Fr2
Nbre de Femelles Poids du grain (g) Nbre de Femelles Poids du grain (g)
de grains formées/plante de grains formées/plante
par €pi m (P m ® par €pi m (P m (p)
HARDI épi 1 29 3,76 (1-8) 0,029 (0,010-0,040) 35 3,06 (1-8) 0,024¢  (0,010-0,035)
épi 2 38 3,76 (1-10) 0,027 (0,010-0,040) 44 2,41 (1-7) 0,027 (0,010-0,045)
épi 3 27 3,70 (1-10) 0,025 (0,005-0,040) 42 2,38 (1-5) 0,0322  (0,020-0,040)
épi 4 29 2,72 (1-8) 0,025 (0,010-0,045) 39 3,15 (1-8) 0,0280  (0,010-0,040)
épi 5 38 3,24 (1-7) 0,024 (0,010-0,040)
Fise = 1,424 Flss = 1,894 Fls = 2,424 Flsq = 7,412%%
Corrélation entre nombre de femelles/plante et poids du grain : r = 0,110 pour 159 degrés de liberté
r = 0,09 pour 160 degrés de liberté
CAPITOLE épi 1 34 2,76 (1-5) 0,0482  (0,010-0,070)
épi 2 29 3,100 (1-7) 0,038b  (0,010-0,060)
épi 3 42 4,572 (1-9) 0,030¢  (0,010-0,050)

F2,, = 13,828%**

Fip, = 19,60%+*

Corrélation entre nombre de femelles/plante et poids du grain :

r = 0,245* pour 104 degrés de liberté

m = moyennes ; (p) = valeurs extrémes minimale ou maximale ; F de SNEDECOR significatif au seuil 0,001***.
Test de KRaMER = les valeurs affectées par la méme lettre ne différent pas statistiquement entre elles au seuil 0,05.

r = coefficient de corrélation significatif au seuil 0,05*.

m = mean ; (p) = maximum and minimum values ; F significant at P = 0.001***,
Values with the same letter are not significantly different at P = 0.05 according to Kramer’s test.

r = correlation coefficient significant at P < 0.05*.

2. Influence du poids du grain (tabl. 2)

Pour le cultivar « Hardi » et le pathotype Fr2
aucune différence statistique n’est décelée entre les
nombres moyens de femelles formées sur divers épis
présentant des poids moyens de leurs grains différents.
Les coefficients de corrélation calculés entre les nom-
bres de femelles développées par plante et le poids du
grain pour I’ensemble des grains testés par rapport a
un pathotype donné Ha41 ou Fr2 ne sont jamais signi-
ficatifs.

Pour « Capitole » et le pathotype Ha41, le nombre
moyen de femelles par épi est inversement proportion-
nel au poids moyen des grains par épi. Une corrélation
linéaire négative significative au seuil 0,02 lie dans ce
cas le nombre de femelles a celui du poids du grain.

La fluctuation du poids du grain est plus importante
chez « Capitole » (0,010 a 0,070 g) que chez « Hardi »
(0,005 a 0,050 g).

B. Influence du végétal

1. Etude de matériel végétal génotypiquement homo-
géne : les haploides doublés d’« Athys », « César »
et « Moisson ».

A Tlaide du pathotype Ha4l, nous avons analysé
2 facteurs inhérents au végétal et pouvant influencer la
formulation des femelles : I’origine des plantes haploi-
disées d’un méme génotype, le niveau de générations
d’autofécondation aprés haploidisation (tabl. 3).

Pour un haploide doublé donné issu de « Mois-
son » : HD (Moisson) 2 g3 le facteur origine de la
plante n’influe pas sur la formation moyenne des
femelles. Seules des différences sont enregistrées entre
poids des grains issus de 2 épis d’'une méme plante.

Le blé « Moisson » et 2 haploides doublés différents
issus de Moisson HD (Moisson) 1 g3 et HD (Mois-
son) 3 g3 sont a ’origine d’une formation moyenne de
femelles similaire, bien que les poids moyens des grains
soient parfois significativement différents d’un épi a
un autre. Dans ces 2 essais le nombre de femelles for-
mées n’est donc pas lié au facteur poids du grain testé.

Avec I’haploide HD (César) 1 le facteur génération
est testé. Le nombre de femelles formées et le poids
moyen des grains de la 7¢ génération sont significative-
ment supérieurs a ceux de la 6¢ génération. Aucune
corrélation n’est cependant notée dans ce cas entre les
nombres de femelles formées par plante et les poids des
grains.

Un fait important est a souligner : I’emploi
d’haploide ne supprime pas les variations importantes
du nombre de femelles formées entre chaque répétition
d’un méme épi et les écarts vont de 1 a 7 aussi bien
pour les haploides issus de « César » que pour ceux
provenant de « Moisson ».

Une derniére expérimentation faite avec les pathoty-
pes Fr2 et Hal2 démontre a I’aide d’effectifs de plantes
plus réduits que la formation des femelles sur des
haploides issus d’«Athys » ou sur leur lignée mére
n’est pas influencée par la nature de la plante utilisée
ou le niveau de génération d’autofécondation aprés
haploidisation (tabl. 4).
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TABLEAU 3
Etude de la formation des femelles d’Heterodera avenae, pathotype Ha4l, sur des haploides doublés de blé.
Production of females of Heterodera avenae (pathotype Ha4l) on the doubled haploid issued from wheat.

Nombre de

Haploide - Doublé étudié S
grains/épis

Femelles formées/plantes Poids du grain (g)

Haploides issus de MOISSON m (p) m (p)
1) Etude de plantes génotypiquement
identiques issues de :
HD (MOISSON) 2 g3
plante n° 1 épi 1 26 2,23 (1-7) 0,033b (0,015-0,060)
épi 2 18 2,56 (1-6) 0,0462 (0,030-0,050)
plante n° 2 épi 1 24 2,37 (1-4) 0,035b (0,010-0,050)
épi 2 31 3,13 (1-7) 0,034 (0,010-0,060)
Facteur plante  Fls = 2,104 Fls = 2,777
analyse de variance (hiérarchique)
Facteur épi  F3; = 1,992 Fi; = 6,432%*

Corrélation entre nombre de femelles/plante et poids du grain r = — 0,109 pour 98 degrés de liberté

2) Etude de plantes différentes issues de :

MOISSON épi 1 24 2,58 (1-6) 0,038¢ (0,015-0,065)
épi 2 25 2,40 (1-5) 0,0522 (0,020-0,070)
HD (MOISSON) 1 g3 épi 1 27 2,26 (1-3) 0,052ab (0,030-0,075)
épi 2 19 2,47 (1-6) 0,039¢ (0,010-0,050)
HD (MOISSON) 3 g3 épi 1 23 2,04 (1-7) 0,038¢ (0,015-0,055)
épi 2 34 3,00 (1-7) 0,046 (0,020-0,060)
Facteur plante F?, = 0,374 Fi, = 1,439
analyse de variance (hiérarchique)
Facteur épi  Fj, = 1,859 Fiie = 13,167***

Corrélation entre nombre de femelles/plante et poids du grain r = 0,094 pour 151 degrés de liberté

Haploides issus de CESAR

Etude du niveau de génération
d’autofécondation aprés haploidisation

HD (CESAR) 1 g6
HD (CESAR) 1 g7
analyse de variance

épi 1 45 2,20b

épi 1 22 3,27a 0,0502
Facteur génération Fis = 6,845 Fls = 52,061%*

— 0,034 pour 66 degrés de liberté

-7
(1-7

0,029 (0,005-0,055)

(0,030-0,080)

Corrélation entre nombre de femelles/plante et poids du grainr =

m = moyenne ; (p) = valeurs extrémes minimale et maximale ; F de SNEDECOR significatif au seuil 0,05%, 0,01**, 0,001 ***
Test de KRAMER = les valeurs affectées par la méme lettre ne différent pas statistiquement entre elles au seuil 0,05.

m = mean ; (p) = maximum and minimum values ; F significant at P = 0.05*, 0.01*, 0.001***,

Values with the same letter are not significantly different at P = 0.05 according to Kramer’s test.

TABLEAU 4
Etude de la formation des femelles d’Heterodera avenae sur des haploides doublés issus du blé Athys.
Production of females of Heterodera avenae on doubled haploids issued from wheat cv. Athys.

24 Fr2
Nombre de grains testés Femelles formées/Plante

48 Hal2

Plante testée Nombre de grains testés Femelles formées/plantes

m P m (p)
ATHYS 9 3,33 (1-6) 9 5,44 (1-8)
HD (ATHYS) 1 g3 11 4,45 1-9 11 6,64 (1-10)
HD (ATHYS) 2 g2 10 5,00 (2-9) 8 5,62 (2-10)
analyse de variance F}, = 1,543 Fi, = 0,524

= moyenne ; (p) = valeurs extrémes minimale et maximale.
= mean ; (p) = minimum and maximum values.

3 8

2. Etude de matériel variable pour son caractére hote
vis-a-vis d’Heterodera avenae

Lors d’une premiére année d’essai, des plantes de la

lignée de blé V.P.M. 1.1.1.2. R4 sont testées en boites
de Petri vis-a-vis du pathotype Ha4l. Parmi elles, 3
ont été retenues en raison de leurs niveaux de multipli-
cation différents du nématode soit 0,4 et 5 femelles



FORMATION DES FEMELLES D’HETERODERA AVENAE 785

pour respectivement les numéros : 12, 49 et 37. Immé-
diatement aprés ce test, les plantes sont repiquées sur
sol pour assurer leur épiaison et reproduction.

Au cours de I’année de culture suivante, entre 50 et
60 grains pris au hasard parmi les descendants de cha-
cun des 3 numéros sont testés vis-a-vis du méme
pathotype Ha4l (tabl. 5). La formation moyenne de
femelles par plante de chaque lignée va en croissant
suivant I’ordre obtenu I’année précédente a savoir suc-
cessivement les numéros 12, 49 et 37. Et le numéro 37
produit significativement plus de femelles que les
2 autres. La lignée V.P.M. 1.1.1.2 R4 ne semble donc
pas fixée pour son caractére hdte vis-a-vis d’H. avenae.

TABLEAU 5
Etude de la formation des femelles d’Heterodera avenae,
pathotype Ha4l, sur blé V.P.M. 1.1.1.2 R4 non fixé pour son
caractére héte vis-a-vis du nématode.
Production of females of Heterodera avenae (pathotype Ha4l) on
the wheat V.P.M. 1.1.1.2 R4 variable for host quality to the
nematode.

Femelles formées/

Origine du végétal Nombre de grains

étudié testés plantes
m (9]
V.P.M. n° 12 58 6,240 (1-12)
V.P.M. n° 49 50 6,94b (2-14)
V.P.M. n° 37 58 8,122 (1-14)
analyse de variance Fls = 6,005%*

m = moyenne ; {(p) = valeurs extrémes minimale et maximale ;
F de SNEDECOR significatif au seuil 0,01**.

Test de KRAMER = les valeurs affectées par la méme lettre ne dif-
férent pas statistiquement entre elles au seuil 0,05.

m = mean ; (p) = maximum and minimum values ; F significant
at P = 0.01**,

Values with the same letter are not significantly different at
P = 0.05 according to Kramer’s test.

C. Influence du nématode

Le génotype du nématode peut étre modifié, soit par
pression de sélection, soit par recombinaison suite a la
réalisation de croisements entre pathotypes. Ces 2 fac-
teurs seront analysés successivement.

1. Influence de la pression de sélection (tabl. 6, fig. 3)

L’élevage de nématodes appartenant au pathotype
Fr2 a été fait 2 fois consécutives sur I’un des 2 cultivars
suivant, le blé « Hardi », ou Iorge « Ortolan » pré-
sentant des génes de résistance a I’encontre d’autres
pathotypes d’H. avenae. Le nombre de femelles for-
mées au cours de la 2¢ culture donne par ordre décrois-
sant les combinaisons : « Hardi »/« Hardi » supé-

rieure & « Hardi »/« Ortolan » supérieure a « Orto-
lan »/« Hardi » ou « Ortolan »/« Ortolan ».

2. Influence de la recombinaison : utilisation d’hybri-
des interpathotypes (tabl. 7, fig. 4).

Des hybrides F1 de premiére génération, issus du
croisement entre femelles Ha41 et males Hal2 sont éle-
vés sur le blé Lutin avec, soit 48 1.2, soit 24 L2 par boi-
tes de Petri et des températures de stockage de 14-

TABLEAU 6

Etude de pression de sélection effectuée a 'aide
du pathotype Fr2 d’Heterodera avenae.

Study of selection pressure applied with pathotype Fr2 of
Heterodera avenae.

Origine Nombre de grains Femelles
du nématode testés formées/plantes
Multiplication sur m ®)
Ortolan
ORTOLAN 33 3,45¢ (1-10)
HARDI 39 4,62b (1-9)
Multiplication sur
Hardi
HARDI 40 5,852 (3-11)
ORTOLAN 39 3,46¢ (1-8)

analyse de variance  Fj,; = 11,425%**

m = moyenne ; (p) = valeurs extrémes minimale ou maximale ;
F de SNEDECOR significatif au seuil 0,001***.

Test de KRaMER = les valeurs affectées par la méme lettre ne dif-
férent pas statistiquement entre elles au seuil 0,05.

m = mean ; (p) = maximum and minimum values ; F significant
at P = 0.001%**,

Values with the same letter are not significantly different at
P = 0.05 according to Kramer’s test.
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Figure 3

Fréquence d’apparition de nombres de femelles formées par plante
apres pression de sélection effectuée avec le pathotype Fr2 d’Hetero-
dera avenae.

Frequency of appearance of numbers of females developed per plant
after selection pressure with pathotype Fr2 of Heterodera avenae.

16 °C ou 14-19 °C. Mis dans les conditions de tempé-
rature optimale de développement de chacun de leurs
parents et a quantités d’inoculum égales correspondant
a celles utilisées actuellement dans nos tests, les hybri-
des F1 forment significativement plus de femelles que
leurs parents. Nous notons cependant avec 24 larves
infectieuses par plante que la formation des femelles
hybrides F1 s’effectue mieux a 14-19 °C, températures
favorisant le développement du pathotype méridional
Ha4l qu’a 14-16 °C. Elevés a 14-16 °C ces hybrides
F1 fournissent statistiquement autant de femelles que
des nématodes Ha41 placés a 14-19 °C.
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TABL
Etude de I’agressivité d’hybrides issus de croisements entre p

F. PERSON-

DEDRYVER

EAU 7
athotypes Ha4l et Hal2 d’Heterodera avenae sur le blé Lutin

démuni de tout géne de résistance vis-d-vis du nématode.

Study of the aggressiveness of hybrids issued from crosses between pathotypes Ha4l and Hal?2 of
Heterodera avenae on wheat cv. Lutin without resistance genes against the nematode.

Nématodes utilisés

Femelles formées/plante

Température de stockage
des boites de Petri

m () r
24 F1 (@ Ha4l x o Hal2) 7,582 (3-14) 12 14-19 °C
24 Ha4l 5,42b (1-8) 12 14-19 °C
24 F1 (@ Ha4l x o Hal2) 4,400 (1-8) 10 14-16 °C
analyse de variance et test de KRAMER Fi, = 5,157+
48 F1 (@ Ha4l x o Hal2) 9,672 (6-15) 9 14-16 °C
48 Hal2 2,890 (1-6) 9 14-16 °C

analyse de variance et test de DUNCAN

Flg = 38,066%**

m

moyenne, (p) = valeurs extrémes minimale et maximale ; F de SNEDECOR significatif au seuil 0,05* et 0,001***,

Tests de KRAMER et de DuncaN = les valeurs affectées par des lettres différentes ne sont pas statistiquement identiques au seuil 0,05.

m = mean ; (p) = maximum and minimum values ; F significant at P

= 0.05* and 0.001***,

Values with the same letter are not significantly different at P = 0.05 according to Kramer’s test and Duncan’s test.

Fréquence Fréquence
24 Fr1(Ha41) 24 F1(gFrix
5] 14-19°C 5 14-19°C
12 4 6 8 g/boite1 2
Fréquence Fréquence
48 Fr4 (Ha12) 48F1(gFrix
14-16°C 14-16C
5 5

Figure 4

Fréquence d’apparition de nombres de femelles formées par plante
aprés hybridation entre pathotypes d’Heterodera avenae ef mise en
élevage sur le blé cv. Lutin.

IV. DISCUSSION - CONCLUSION

A. Les facteurs n’agissant pas sur la formation des
femelles

1. Facteurs lies a la méthode

Pour I’ensemble des pathotypes et des cultivars de
blé et d’orge considérés, le facteur position de la boite
de Petri dans la pile n’a jamais été responsable de for-
mations de femelles en nombres statistiquement diffé-
rents. La quantité de lumiére sans doute peu différente
pour les 4 niveaux de plantes A, B, C et D (fig. 1)
n’influe pas sur le nombre de femelles formées
(tabl. 1). Les variations notées entre les maxima ther-
miques des 4 types de bofte pour 1’élevage de chacun
des 3 pathotypes n’ont pas d’effet sur I’importance des
populations femelles développées. Les températures
d’élevage du nématode correspondent a des conditions
excellentes de développement des 3 pathotypes (PER-
SON & DOUSSINAULT, 1978). Cependant, pour compa-

Fréquence
24 F1(g Fr1x d'Fr4)

dFr4)

-

0

Frequency of appearance of numbers of females developed per plant
after crosses between pathotypes of Heterodera avenae and multipli-
cation on wheat cv. Lutin.

rer la formation des femelles d’un pathotype sur diver-
ses variétés, il est plus prudent d’effectuer I’étude sur
des plantes de chaque cultivar réparties équitablement
entre les 4 positions possibles A, B, C et D. Par ce
moyen, nous éviterons tout biais de ’expérimentation
pouvant étre introduit par un choix systématique d’un
type de boite pour une variété donnée et différent de
ceux utilisés pour les autres cultivars testés.

2. Facteurs liés au végétal

L’emploi simultané de plusieurs lots de grains issus
de différentes plantes génotypiquement identiques et
provenant d’un méme haploide doublé tel que HD
(Moisson) 2 est a l’origine d’'un nombre moyen de
femelles similaire, comme on pouvait s’y attendre
(tabl. 3). Leur utilisation démontre seulement que les
écarts importants enregistrés entre les nombres de
femelles formées sur chaque répétition d’'un méme lot
de grains ne proviennent pas du patrimoine génétique
du végétal et ne peuvent étre attribués qu’aux facteurs
nématode ou méthode.
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Des lots de grains provenant de différents haploides
tels que HD (Moisson) 1 et HD (Moisson) 2 pour
Hadl et HD (Athys) 1 et HD (Athys) 2 pour Fr2 et
Hal2, produisent des nombres de femelles de chaque
pathotype statistiquement identiques (tabl. 3 et 4). Les
résultats enregistrés sur ces haploides sont également
non différents de ceux obtenus sur leurs lignées d’ori-
gine respectives. Les haploides utilisés ont donc le
méme génotype que leur lignée d’origine pour leur
capacité d’héte vis-a-vis de chacun des pathotypes
d’H. avenae.

B. Les facteurs agissant sur la formation des femelles

1. Les facteurs liés a la méthode

Le poids du grain n’est intervenu qu’une seule fois,
dans le cadre de I’étude du cultivar « Capitole » et du
pathotype Had41 (tabl. 2). Assez curicusement le nom-
bre de femelles est corrélé négativement au poids du
grain. Cette observation reste difficile a expliquer.

La différence significative enregistrée entre popula-
tions femelles Ha41l obtenues sur des plantes génotypi-
quement identiques de ’haploide doublé HD (César) 1
étudiées en 6° ou 7¢ génération d’autofécondation cor-
respond sans doute a des conditions de cultures diffé-
rentes lors de I’obtention de ces 2 générations (tabl. 3).
Aucune corrélation n’a été notée entre nombre de
femelles obtenues et poids du grain, mais globalement
la formation des femelles parait affectée par les mau-
vaises conditions de culture des plantes de la 6¢ généra-
tion qui se traduisent sur la qualité de la semence.

2. Les facteurs liés au végétal

L’utilisation de matériel végétal non fixé pour le
caractére plante hoéte, tel que V.P.M. 1.1.1.2 R4 pou-
vant posséder des génes de résistance issus de 1’Ae.
ventricosa lignée 11 vis-a-vis d’H. avenae entraine une
variabilité dans la formation des femelles du néma-
tode. Dans ce cas, la résistance doit étre polygénique et
chaque plante peut posséder ou non un ou plusieurs
des génes de résistance vis-a-vis du nématode.

3. Les facteurs liés au nématode

Les hybrides issus de croisements entre femelles
Ha41 et miles Hal2 forment plus de femelles que leurs
parents sur blé dépourvu de génes de résistance a
I’égard d’H. avenae (tabl. 7) et sont donc, dans ce cas,
plus agressifs que les pathotypes d’origine. Il pourrait
y avoir un effet hétérosis chez les individus F1 qui se
traduirait par une plus grande vigueur du nématode et
une augmentation de son agressivité. Par ailleurs, la
virulence ou capacité de ces hybrides a se multiplier sur
des cultivars d’orge tels que « Siri », « Ortolan »,
« Vogue » et « P31.322.1 », présentant des génes de
résistance vis-a-vis d’H. avenae, ne s’exprime pas du
fait de la présence chez eux de génes de virulence réces-
sifs a 1’état hétérozygote (PERSON & RIVOAL, 1979).
L’absence de virulence vis-a-vis de certaines variétés
semble donc étre compensée par un gain en agressivité
sur d’autres cultivars. Un tel type d’observation a déja
été fait sur les pathotypes frangais d’H. avenae. Ainsi
Ha41 se multipliant peu ou pas sur variétés d’avoine
est plus agressif vis-a-vis des cultivars de blé et d’orge

démunis de tout géne de résistance connus a 1’égard
d’H. avenae que Hal2 particuliérement prolifique sur
avoine (RIVOAL & PERSON-DEDRYVER, 1982).

Le développement de Fr2 durant un seul cycle sur
Porge « Ortolan » possédant des génes de résistance
vis-a-vis de Ha41 et Fr3 uniquement, rend le nématode
moins agressif vis-a-vis d’autres plantes possédant ou
non des génes de résistance a son égard (tabl. 6). A
partir de cet exemple nous pouvons avancer I’hypo-
thése suivante en ce qui concerne FH. avenae : I'utilisa-
tion effective de la capacité d’un pathotype a contour-
ner des résistances se traduit par une diminution glo-
bale de son agressivité.

Tous ces faits ne sont pas surprenants, ils se retrou-
vent chez d’autres agents pathogénes. Ainsi les recom-
binaisons chez Venturia inaequalis, agent de la tavelure
du pommier, sont & l'origine de D’apparition de
pathotypes plus agressifs que les souches sauvages
(AMORIM, 1984). MAKOUNZI & CHEVAUGEON (1979)
obtiennent des résultats identiques avec la pyricula-
riose du riz (Pyricularia oryzae Briosi et Cav.). Il est
également démontré que les individus de P. oryzae qui
possédent le plus de capacités a contourner les résistan-
ces sont aussi ceux qui sont les moins agressifs vis-a-vis
du riz (CHEVAUGEON et al., 1978).

C. Conclusions

Notre travail prouve que I'utilisation de la technique
« Boites de Petri » est particuliérement bien adaptée a
I’étude de I’agressivité d’H. avenae. Les seuls facteurs
méthodologiques susceptibles d’intervenir significati-
vement sur la formation des femelles concernent par-
fois le poids des grains utilisés et donc trés probable-
ment les conditions de culture des plantes produisant
ces grains. Il est cependant facile de réduire I’influence
de ces facteurs, en choisissant préférentiellement pour
chaque expérience une variété donnée des grains de
méme calibre et provenant de la culture la mieux réali-
sée.

Du point de vue matériel végétal, seules des lignées
non fixées présentant une résistance polygénique a
I’encontre du parasite peuvent étre a ’origine de modi-
fications importantes de la formation des femelles.

En conséquence, les facteurs devant influer sur les
variations globales de I'importance des populations
femelles d’H. avenae dépendent essentiellement du
nématode lui-méme et de ses potentialités d’agressivité.
L’existence de pathotypes, possédant une agressivité
propre vis-a-vis d’une variété donnée, a déja été
démontrée (RIVOAL & PERSON-DEDRYVER, 1982).
Nous avons constaté au cours de cette étude que cette
fluctuation de I’agressivité peut encore augmenter par
recombinaisons génétiques aprés croisements entre
pathotypes, ou par pression de sélection sur plantes
possédant des genes de résistance a I’égard du néma-
tode. Il semblerait méme que le nématode puisse per-
dre en agressivité ce qu’il a gagné en virulence. Cette
observation est particuliérement intéressante, car nous
pouvons supposer qu’en cas de contournement de la
résistance par H. avenae, les individus plus virulents
que les pathotypes déja répertoriés se multiplieraient,
de toutes facons moins qu’eux, sur variétés démunies
de génes de résistance.
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Quand on a pris le soin de réduire I'effet des facteurs
méthodologiques, les variations de ’agressivité notée
entre chaque répétition d’un méme essai, sont donc
imputables au génotype du nématode lui-méme. Les
défauts de pénétration ou de développement des larves
infectieuses L2 par suite de mortalité pourraient égale-
ment étre incriminés mais la part prise par ces 2 fac-

teurs reste limitée. Le taux de pénétration des larves L2
se maintient a 80 p. 100 d’une plante & une autre d’un
méme essai (MUGNIERY & PERSON, 1976). Il en est de
méme du taux de mortalité de ces larves qui est trés fai-
ble dans tous les cas.

Recu le 9 mars 1987.
Accepté le 23 juillet 1987.
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