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Introduction

Le terme « banane » englobe tous les différents types de « bananes dessert » et de « bananes a
cuire » rencontrés dans le monde, y compris les « bananes plantains ». La plante est cultivée dans plus
de 120 pays sur prés de 10 millions d’hectares, avec une production annuelle de 95 millions de tonnes.
Les bananes occupent la quatrieme place parmi les plantes alimentaires cultivées dans le monde aprés
le riz, le blé et le mais. Prés de 90% de la production sont issus de petits agriculteurs, produisant pour

la consommation domestique et les marchés locaux.

En Occident, la « banane dessert » d’exportation est la plus connue alors qu’elle ne représente
gue 10% de la production mondiale. Ces trente derniéres années, la production mondiale de « bananes
dessert » a plus que doublé et les exportations ont triplé de volume. La banane d’exportation représente
un pivot pour Féconomie de nombreux pays des Caraibes. L'activité bananiére procure aux Antilles
francaises 2000 emplois directs et indirects. Elle constitue, avec la production de canne & sucre, la base
de Féconomie agricole de la Martinique et de la Guadeloupe.

Depuis des années, les Européens et les Américains se livrent une guerre autour de la banane.
Les bananes européennes et celles des pays ACP, plus cheéres, bénéficient d’importantes aides de
I’lUnion Européenne. En effet, elles sont produites avec des colts de main-d’ceuvre bien plus éleveés
que les bananes sud-américaines et dans des conditions climatiques moins favorables. Ce systéme
d’aides est jugé discriminatoire et non conforme aux regles du commerce international mis en place
par FOMC. Ainsi, a partir du ler janvier 2006, la protection communautaire et celle des pays ACP
seront diminuées. A partir de cette date, la concurrence avec les « bananes dollars » risque donc de
s’accroitre.

De plus, la qualit¢ de la banane antillaise souffre d’une mauvaise réputation. En effet, les
accidents de maturation et les maladies de conservation telles les pourritures de couronne en diminuent
la qualité. Les pourritures de couronne sont considérées comme la maladie de conservation la plus
importante. Elles sont causées par un complexe parasitaire dont le champignon principal est
Colletotrichum musae (Berk, and Curt. Arx.). Pour lutter contre ce complexe parasitaire, la méthode
utilisée actuellement est le traitement fongicide. Cependant, la lutte chimique pose certains problémes.
L ’apparition de phénomenes de résistance aux fongicides a été observée. Les traitements ne sont pas
toujours efficaces et les consommateurs demandent une diminution de ceux-ci, particulierement en

post-récolte.

Dans I’optique d’une diminution des traitements fongicides, la lutte biologique pourrait trouver
sa place. D’autant plus que ‘les recherches menées par le CIRAD-FLHOR de Neufchateau
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(Guadeloupe) visent la création d’un label «sans traitement fongicide aprés récolte » afin de
conserver une certaine compétitivité sur le marché de la banane.

Les deux souches de levures isolées par FUnité de Phytopathologie de Gembloux ayant déja fait
la preuve de leur efficacité contre certains pathogenes de blessures des pommes en conservation, il est
intéressant d’évaluer leurs effets antagonistes sur la maladie de la couronne qui infecte les bananes
principalement via les blessures de découpe.

C’est dans ce cadre de recherche que s’inscrit ce travail effectué en collaboration avec le
CIRAD-FLHOR de Guadeloupe et FUnité de Phytopathologie de la FUSAGX.

e
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Figure 1: Situation géographique de la Guadeloupe (tiré de I’Atlas des
départements francgais d'outre-mer, 1982).

Figure 2: Effet du relief de la Guadeloupe sur la circulation des masses
d'air (tiré de Dorel, 2000).
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Chapitre T : La Guadeloupe
1.1. Situation géographique

( Atlas des Départements frangais d’outre-mer, 1982)

La Guadeloupe est un archipel situé au milieu de I’arc des Petites Antilles, par 61° de longitude
ouest et 16° de latitude nord, entre FAtlantique tropical et la mer des Caraibes (Fig. 1). Sa superficie
est de 1780 km2. Découverte par Christophe Colomb en 1493, la Guadeloupe était a I’origine peuplée
par des populations amérindiennes. Devenue colonie francaise en 1635, elle forme, depuis 1946, un

département francais d’outre-mer comme la Martinique, la Guyane et la Réunion.

1.2. Climat

( Atlas des Départements francais d’outre-mer, 1982)

L Tle est balayée par des courants marins et atmosphériques dirigés d’est en ouest qui véhiculent
des eaux chaudes en provenance de la zone équatoriale. Les courants atmosphériques sont constitués
de flux d’alizés qui soufflent des hautes pressions subtropicales (anticyclone des Acores) vers les
zones dépressionnaires équatoriales. Les masses d’air transportées par ces courants libérent des
précipitations importantes lorsqu’elles s’élevent et se refroidissent en arrivant au contact du versant
oriental de la Basse-Terre. La ligne de créte franchie, les masses d’air asséchées redescendent sur le
versant ouest en se réchauffant (Fig. 2).

La carte des isohyétes moyennes annuelles illustre parfaitement ce phénomene : la pluviométrie
augmente avec I’altitude et, a altitude égale, le versant exposé au vent est plus arrosé que le versant
sous le vent (Fig. 3).

Les températures sont régies par le méme mécanisme. La carte des isothermes moyennes
annuelles montre en effet que les températures décroissent régulierement avec I’altitude, mais qu’a

altitude égale, le versant sous le vent bénéficie de températures plus élevées (Fig.4).

Le climat guadeloupéen présente des variations saisonniéres : une période plus séche et plus
fraiche (période dite du Caréme) se situe entre janvier et avril. De juillet a novembre, une période

chaude et humide (ou hivernage) correspond a la saison cyclonique.
A la station du CIRAD-FLOHR de Neufchateau, la température moyenne annuelle est de
23,7°C. L’humidité moyenne est supérieure a 75%, maximale pendant I’hivernage et minimale au

« caréme » (Pineros et Juan, 1994). L’insolation est trés variable selon les années et avoisine les 2200

Chapitre 1 : La Guadeloupe 2
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Figure 3: Transect Est-Ouest de la partie sud de Basse-Terre (tiré de Dorel, 2000).

Figure 4: Les courbes isothermes en Basse-Terre (tiré de I’Atlas des
départements frangais d'outre-mer, 1982).
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heures par an. La pluviométrie moyenne est fortement influencée par la dorsale volcanique et atteint
3800 mm (Pineros et Juan, 1994).

Le climat guadeloupéen est donc caractéristique du domaine tropical maritime chaud et humide,

mais tempéré et uniformisé par le régime des alizés.

Chapitre 2 : Le bananier

2.1. Taxonomie
(Bakry etal., 1997)

Les bananiers sont souvent différenciés en fonction de la qualité de leurs fruits et sont dits de
type « dessert » pour les variétés riches en sucre ou « a cuire » pour les variétés riches en amidon. Les
bananiers de type dessert sont des monocotylédones classées de la maniére suivante :

- Ordre : Zingibérales
- Famille : Musaceae

- Genre : Musa

Le genre Musa est divisé en 4 sections : Australimusa (2n=2x=20), Callimusa (2n=2x=20),
Rhodochlamys (2n=2x=22) et Eumusa (2n=2x=22) qui regroupe a lui seul presque tous les bananiers
cultives.

Les bananes comestibles sont principalement issues de deux espéces sauvages diploides :

- Musa acuminate Colla

- Musa balbisiana Colla

Leurs génomes sont respectivement notés A et B depuis que Simmonds et Shepherd ont proposé

cette représentation en 1955.

Ces deux especes se reproduisent par voie sexuée et par multiplication végétative a partir des

rejets provenant du développement des bourgeons axillaires de la tige souterraine.

Leur évolution et leur domestication par I’hnomme ont permis I’obtention des variétés actuelles
qui sont généralement des clones triploides, stériles et parthénocarpiques. Elles sont issues soit de la
seule espece M. acuminata (AAA), soit de croisements interspécifiques entre M. acuminata et M.
balbusiana (groupes AAB et ABB) (Fig. 5).

Chapitre 2 : Le bananier 3



Figure S: Evolution des principaux groupes génomiques de la série Eumusa (Tiré de
Jones, 1999).
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Les variétés diploides (AA) et (AB) ainsi que les clones tétraploides interspécifiques sont plus

rares.

On retrouve des types « dessert » parmi tous les grands groupes de bananiers, mais ceux qui sont
utilisés pour la culture d’exportation comme la Grande-Naine, la Poyo et la Williams sont
principalement des triploides de I’espece M. acuminita AAA appartenant au sous-groupe des

« Cavendish ». La variété Gros-Michel appartient également au groupe des triploides AAA.

2.2.  Aspect botanique

Le bananier est une herbe géante dont le pseudo-tronc, formé par I’emboitement des gaines
foliaires, mesure de 1 a 8 metres (Champion, 1963) (Fig.6).

Les feuilles sont émises par le méristtme terminal de la tige vraie souterraine improprement
appelée « bulbe ». Les nouvelles feuilles se déroulent au sommet du pseudo-tronc et sont donc de plus
en plus jeunes en se rapprochant du sommet. Par convention, elles sont numérotées de la plus jeune a
la plus agée (Bakry et al,1997). Le nombre de feuilles varie selon le cultivar et les conditions
environnementales (Jones, 1999).

Les feuilles, dont la durée de vie varie entre 70 et 200 jours, présentent une surface pouvant aller
jusqu’a 2 m2 fournissant ainsi a la plante une surface foliaire importante au moment de la floraison et
permettant de canaliser les eaux de pluie (Stover et Simmonds, 1987).

Le bourgeon situé a I’aisselle de chaque feuille donne éventuellement naissance a un rejet. A la
fin de la phase végétative, le changement de fonctionnement du méristeme central provoque la
croissance et I’allongement de la tige vraie au cceur du pseudo-tronc puis I’émergence de
I’inflorescence (Bakry et al., 1997).

2.3. L’inflorescence
(Bakry etal., 1997)

Dans le cas des variétés Cavendish comme la Grande-Naine, la floraison intervient dés qu’une

trentaine de feuilles ont été émises.
L’inflorescence du bananier, appelée régime, se caractérise par un pédoncule robuste d’environ
Im de long recourbé vers le bas. Elle est constituée de spathes pourpres, déhiscentes, imbriquées,

disposées en hélice qui se soulévent avant de tomber rapidement et a I’aisselle desquelles naissent les

Chapitre 2 : Le bananier 4



Figure 6 : L'organisation du bananier (tiré de Champion,
1963).

Figure 7: Partie inférieure dénudée de la Figure 8 : Spathes pourpres a l'aisselle
hampe florale et popote. desquelles se trouvent les doigts.
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rangées simples ou doubles de fleurs (Fig.8). Ce sont les premiéres rangées de fleurs, appelées mains,
qui forment les régimes de fruits. Ces premiéres rangées sont constituées de fleurs femelles avec un
ovaire inféere comprenant trois loges carpellaires a I'intérieur desquelles deux rangées d’ovules sont
insérées sur un placenta axilaire et des étamines non fonctionnelles. Les ovaires se remplissent de
pulpe pour former le fruit sans pollinisation ni formation de graines. Cependant, les fruits de certains

clones cultivés produisent des graines lorsqu’ils sont pollinisés.

Les mains sont composées de 10 & 30 fleurs ou doigts inserés sur le coussinet et sont numérotées
a partir de la premiére main dégagée. A Fanthése, les doigts sont dirigés vers le bas et se redressent
progressivement pour atteindre, en plus ou moins 15 jours, le stade appelé «stade doigts

horizontaux ».

Aprés les fleurs femelles, apparaissent deux a trois mains de fleurs neutres avec toutes les piéces
florales avortées, suivies par les mains de fleurs méales constituées d’ovaires réduits et d’étamines bien
développées. Les fleurs méles tombent au fur et & mesure de leur libération, dénudant ainsi la partie

intérieure de la hampe (Fig.7).

Chez certains cultivars, la croissance du méristtme terminal de I’inflorescence s’interrompt
immédiatement aprés la sortie des premieres fleurs femelles. Mais, en général, la croissance de
I’inflorescence se poursuit indéfiniment pour former le bourgeon méle ou popote (Fig.7), constitué de
la superposition des bractées. S’il n’est pas coupé, ce bourgeon male prolongera sa croissance jusqu’a
la maturité des fruits et la tanaison de la tige.

Chapitre 3 : La culture de ia banane en Guadeloupe

3.1. Historique

( Atlas des Départements frangais d’outre-mer, 1982)

Le bananier est originaire de I’Asie du sud-est et s’est propagé vers I’Afrique de I’ouest a travers
la Méditerranée et I’Arabie. Son implantation aux Ameériques s’est d’abord faite par la République
Dominicaine (en 1516 grace a des plants en provenance des Tles Canaries) et s’est poursuivie vers
I’Amérique Centrale et du Sud (Manuel du planteur, 1998).

Le bananier fut introduit en Guadeloupe au 17ene siécle et utilisé dans un premier temps comme

plante d’ombrage dans les plantations caféiéres du sud de la Basse- I'erre. C’est vers les années vingt

Chapitre 3 : La culture de la banane en Guadeloupe 5



Figure 9a : Marquage des Figure 9b : Le haubanage.
régimes au stade doigts
horizontaux.

Figure 9c : L'engainage des Figure 9d: Ablation de la popote.
régimes.

Figure 9 e: Régimes a différents stades
de maturité. Les bandes de couleurs
permettent les prévisions de récolte.

Figures 9 : Opérations a effectuer sur la parcelle.
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que démarre véritablement la production bananiere d’exportation au sein de la Basse-Terre jusque-la

pénalisée, a cause de son relief, pour la production sucriére.

C’est en 1928 qu’apparaissent les premiéres mesures protectionnistes pour la banane frangaise

permettant ainsi le développement d’une réelle filiere économiquement intéressante.

Peu a peu la zone bananiére gagne du terrain et, dans le courant des années soixante, détréne la
culture de la canne a sucre dans la région de Capesterre. A I’heure actuelle, les communes de
Capesterre, Goyave, Petit-Bourg et Trois-Riviéres totalisent plus de 70% des surfaces plantées. La
commune de Capesterre en détient plus de 53%.

3.2. Itinéraire technique et soins aux bananiers dans les Antilles francgaises

De la plantation a la consommation, la banane dessert d’exportation (Grande Naine du sous-

groupe Cavendish AAA) exige de nombreuses opérations détaillées ci-apres :

3.2.1. De la plantation a la récolte

Les soins & effectuer sur la parcelle sont les suivants (Manuel du planteur, 1998) :

» L’exilletonnage consiste a sélectionner les rejets qui assureront le renouvellement des bananiers
afin de garder la structure de la population constante.

» L’effeuillage assure la protection des fruits. 1l faut éliminer certaines feuilles susceptibles d’abimer
les fruits par frottement aprés émergence de la tige.

* Le marquage se fait au stade « doigts horizontaux » et permet les prévisions de récolte. En effet,
les différents régimes arrivés a ce stade sont marqués d’une bande de couleur spécifique dans le but
de connaitre leur age et de prévoir la date de récolte a un age physiologique déterminé. Les régimes
arrivés au stade 900°C jours (voir point 3.2.2.) aprés le marquage sont récoltés la méme semaine et
les ouvriers se basent sur la couleur de coupe de la semaine pour effectuer larécolte des régimes. A
chaque semaine de marquage correspond une couleur (Fig.9a et 9e).

* Le haubanage est une technique qui a pour but d’éviter la chute des régimes sous Faction du vent
ou du poids du régime lorsque le systeme racinaire est défectueux. Le haut de la hampe est ainsi

tenu par un ou deux brins de ficelle attachés aux pieds voisins (Fig.9b).

Chapitre 3 : La culture de la banane en Guadeloupe 6
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* L’engainage consiste a emballer le régime dans une gaine plastique afin de tamponner les
variations de température, de présenter une barriere mécanique contre les parasites et de protéger
les fruits contre les agressions mécaniques dues par exemple aux frottements des feuilles (Fig.9c).

* L’ablation des fausses mains et de la popote assure un bon allongement de Pensemble des fruits
(Fig.9d).

3.2.2. Larécolte

Les bananes destinées a I’exportation sont récoltées vertes et immatures. L ’état physiologique
des fruits au moment de la récolte conditionne leur évolution ultérieure en marisserie et notamment la

vitesse de développement des champignons (Hostachy et al, 1990).

L’intervalle de temps séparant le stade « doigts horizontaux » de la récolte s’appelle I’intervalle
fleur-coupe et est soumis a une loi de la température. Il est donc possible de prévoir la récolte a partir
de la date de marquage des régimes a l’aide d’une bande de couleur et de Il'utilisation des données
météorologiques. Le stade optimal de récolte des bananes d’exportation est basé sur la somme
thermique de 900°C jours, calculée entre le jour de marquage au stade « doigts horizontaux » et la
récolte avec un seuil minima de 14°C considéré comme 0°C. En effet, en dessous de ce seuil de 14°C

les températures ne sont pas comptabilisées dans le calcul des 900°C jours.

Semaine de récolte = Somme (T°moyenne/jour - 14°C) = 900°C jours

Une récolte a 900° jours permet un bon compromis entre le remplissage du fruit (grade a la
récolte) et son potentiel de conservation appelé « durée de vie verte » qui correspond a I’intervalle de
temps séparant la récolte de la crise respiratoire. Cependant, la physiologie de la banane est influencée
par de nombreux facteurs qui ne sont pas encore connus ou maitrisés et le calcul des prévisions de

récoltes & 900°C jours n’est pas toujours suffisant pour obtenir un état physiologique reproductible.
La récolte du régime marque le début du dépérissement du pied-mere qui est alors coupé. Sa

suppression enléve la dominance apicale sur le rejet préalablement sélectionné et permet de poursuivre

la culture.
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Figure 10b : L’épistillage (suppression

Figure 10a : Remorque bi-étagée avec des organes floraux sénéscents).

berceaux matellassés utilisée lors de la
récolte.

Figure 10c : Le depattage. Figure 10d : La découpe des mains en
bouquets de 3 & 8 doigts.

Figure 10e: La découpe des couronnes de

section carrée. Figure 10f : Le trempage dans les bains de

délatexage.

Figures 10 : Opérations subies par les produits de récoltes a la station d’emballage.
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3.2.3. Les opérations a la station cfemballage

Les régimes récoltés sont disposés sur des coussins protecteurs dans un camion avant d’étre

déchargés et suspendus dans une penderie (Fig.I0a). Toutes ces opérations nécessitent beaucoup

d’attention. En effet, les blessures occasionnées pendant la récolte et le conditionnement des fruits

aggravent les dégats causés par les champignons durant le transport et le mdrissage, d’ou la nécessité

de réduire ces blessures (Hostachy et al., 1990).

Arrivés a la station d’emballage, les régimes subissent les opérations successives suivantes

(Manuel du planteur, 1998) :

L ’épistillage : consiste a enlever le reste des piéces florales a I’extrémité du fruit (Fig.1Ob).

Le dépattage : consiste a désolidariser les mains de la hampe florale, en utilisant un couteau
courbe et en maintenant une partie suffisante de la couronne sur les mains (Fig.IOe). Ceci afin de
permettre la découpe en bouquets sans perte de fruits et avec une couronne de section carrée
(Fig.10e).

La découpe : les mains sont découpées en bouquets de trois a huit fruits exempts de défaut
(Fig.l0d). Ceux des extrémités des mains et ceux présentant des défauts sont éliminés.

Le trempage : les fruits sont d’abord plongés dans le bac de dépattage ou les mains sont
découpées en bouquets. Ces derniers passent ensuite dans les bacs de ringcage (Fig.lOi). Le temps
d’immersion dans ces deux bacs doit étre suffisant pour permettre I’écoulement du latex au niveau
des zones de découpe. Le latex y est floculé par des agents acidifiants comme le sulfate
d’aluminium. Les bouquets sont ensuite récupérés et placés sur des plateaux disposés sur un tapis
roulant qui les emmeéne vers les tunnels de traitement fongicide (Fig.10g).

Les traitements fongicides : visent a réduire le développement de maladies post-récolte et se font
principalement par un passage dans un tunnel d’aspersion (Fig.lOh).

La pesée des fruits et I’emballage : un assemblage de bouquets doit permettre d’obtenir des
cartons de 18,5 kg qui seront stockés sur des palettes empilées dans des containers (Fig.l l1a). Ceux-
ci seront amenés au port et reliés a une prise de froid (Fig.llb). Le délai de coupe/mise au froid ne
doit pas excéder 24 h. La mise au froid permet d’une part, de minimiser la production d’éthyléne et
de retarder le processus de maturité et d’autre part, de réduire le développement de champignons

éventuellement présents (Krauss, 2000).
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Figure 10g : Disposition des bouquets dans Figure_ IOh : Traitement fongicide par
des bacs déposés sur des tapis roulants. aspersion.

Figure 10i : Emballage des
bouquets dans des polyfilms et des
cartons destinés a I'exportation.

Figures 10 (suite) : Opérations subies par les produits de récoltes a la station d’emballage.

Figure lia : Chargement des

: Figure 11b : Containers reliés a une
palettes dans les containers

prise de froid au port

Figure 11c : Chargement
des containers sur les

Figures 11 : De la station d’emballage au bateau. bateaux
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Ces différentes étapes sont schématisées ci-dessous :

Penderie mobile sur laquelle sont accrochés les régimes

Tapis roulant sur lesquels sont
placés les bacs contenant les

bananes
. Bac de _
Ir dépattage Bac de ringage
Table
d’emballage
.. B
11
IT Table de découpe en bouquets Palettisation

Figure 12 : Exemple de schéma d’une station d’emballage de bananes.

3.2.4. Le transport des fruits et leur mise sur le marche

Les cartons de bananes, maintenus a une température de 13°C afin de ralentir leur activité
métabolique, sont transportés par bateau (Fig.11c). Le transport dure une dizaine de jours et les

bananes sont principalement déchargées a Dunkerque.

La banane est un fruit climactérique et sa maturation est initiée par une crise respiratoire et une
synthése endogéne d’éthyléne. La période séparant la récolte de I’initiation de la maturation est
appelée « durée de vie verte » (DVV). Les bananes d’exportation doivent avoir une DDY supérieure au
temps du transport en bateau. Dans ce cas, la fin de la DDV coincide avec le déclenchement artificiel

en mdrisserie de la maturation des bananes.
Arrivées en France les bananes subiront, avant d’étre mises sur le marché, un traitement en

mdrisserie de quelques jours afin de déclencher artificiellement la maturation par un apport d’éthyléne

exogéne pendant 24 heures, a une dose de 1000|nl/L et a une température de 14°C-18°C.

Chapitre 3 : La culture de la banane en Guadeloupe 9
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Si la durée de vie verte des bananes est inférieure a la durée du transport en bateau, les bananes
arrivent mdres en France et ne peuvent étre commercialisées. Ce phénomeéne s’appelle les « mars
d’arrivage ». Par ailleurs, les pourritures de couronne ont un effet sur la réduction de la DDV et

provoquent régulierement des « mirs d’arrivage ».
Chapitre 4 : La maladie de la pourriture de couronne

4.1. Introduction

La pourriture de couronne est I'une des principales ‘maladies de post-récolte des bananes
d’exportation (Krauss et al., 1998). Elle affecte les tissus réunissant les pédoncules entre eux et qui
sont appellés la couronne. Il s’agit d’une infection latente et complexe qui résulte de I’activité de
plusieurs champignons a laquelle s’ajoute parfois celle d’autres micro-organismes tels que des
bactéries et qui affecte séverement la qualité des fruits (Lukezic et al., 1967).

Cette mauvaise qualité est caractérisée par le développement de nécroses sur les fruits et de
«mdrs d’arrivage ». Ces derniers sont provoqués par I’éthyléne provenant des tissus nécrosés et des
champignons. Il en résulte une maturation accélérée des fruits qui entraine une dévalorisation du
produit, des difficultés de commercialisation sur le marché européen et donc des pertes économiques
importantes (Nolin, 1989). Le plus souvent invisible au moment de la récolte, cette maladie évolue
durant le transport et surtout au cours du marissage lorsque la physiologie de la peau du fruit subit des
modifications qui permettent au mycélium présent dans I’épiderme de se développer (Hostachy et al.,
1990).

A [’état naturel, la peau solide de la banane protége le fruit des maladies fongiques mais les
grandes plaies ouvertes, résultant de la découpe des mains, constituent un point de pénétration idéal
pour les champignons de la pourriture de couronne qui peuvent ainsi coloniser le fruit et s’y

développer. Les champignons envahissent le fruit sous forme de spores microscopiques.

4.2. ~ Origine

Jusqu’en 1960, la variété Gros-Michel, principale variété d’exportation, était transportée par
régimes entiers pour des raisons économiques et pratiques. Les régimes ne subissaient donc pas
d’opérations de découpe préalablement au transport. Cependant, cette variété était particulierement

sensible a la maladie de Panama (Fusorium oxysporum f. sp. Cubense). Elle fut remplacée par le

Chapitre 4 : La maladie des pourritures de la couronne 10



Figure 13 : Symptdmes externes causés par le complexe parasitaire artificiel composés de Colletotrichum
musae, Fusarium moniliforme et Cephalosporium sp.

Figure 14: Symptdmes importants de pourritures de
couronne.
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cultivar Grande-Naine de la variété Cavendish qui présente I’avantage d’étre résistant a la maladie de
Panama mais qui est plus fragile durant le transport (Eckert et Ogawa,1985). De ce lait, celui-ci ne
pouvait plus se faire par régimes entiers. Ces derniers sont donc actuellement découpés en bouquets

offrant un site d’inlection aux différents pathogenes au niveau de la couronne.

4.3. Symptdomes
(Jones, 1999)

La pourriture de couronne est une pourriture molle, brune ou noire qui se répand au sein de la
couronne et peut pénétrer jusqu’au pédicelle des doigts individuels. Elle provoque un ramollissement
et un noircissement des tissus sur la plaie de découpe des mains (Fig.13). La pourriture se propage
rapidement lors de la maturation des fruits et peut, dans des cas extrémement sévéres, pénétrer a
I’intérieur des fruits, atteindre la pulpe et les déclasser completement (Ploetz et al., 1994). Lorsque le
complexe a pénétré profondément dans la couronne, les doigts peuvent se détacher du coussinet
(Fig. 14).

La couronne est recouverte d’une couche de mycélium cotonneux blanc, gris ou rose (Fig. 13). Le

mycélium et les nécroses ternissent l'aspect frais et propre du fruit a la maturation.

La sévérité de la maladie est imprévisible et il est parfois difficile d’expliquer pourquoi certaines

des mains emballées dans un carton sont infectées alors que d’autres ne le sont pas.

Les symptdmes de pourriture de couronne ne se manifestent généralement que lors de la
maturation des fruits. De plus, le développement de la maladie stimule la maturation, ce qui provoque
des m{rs d’arrivage, autre source de pertes (Slabaugh et Grove, 1982).

L’importance de I’incidence de la maladie augmente avec la durée du transport en bateau (Ploetz
etal., 1994)

4.4. Agents pathogenes
Comme expliqué précédemment, la pourriture de couronne est le résultat de I’action d’un
complexe parasitaire. La gravité des dégats sur la couronne ainsi que la nature du complexe parasitaire

associé varient énormément selon les zones de production et la période de I’année (Hostachy et al.,

1990 ; Slabaugh et Grove, 1982). Le tableau 1, au verso de cette page, donne une liste de champignons
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Tableau 2 : Champignons impliqués dans le complexe parasitaire et isolés de différentes
régions de production de bananes ( Meredith, 1971).

Fréqguemment isolés :

« Botryodiplodia theobromae Pat.

«  Cephalosporium sp.

e Ceratocystis paradoxa (Dade) Moreau

¢ Coletotrichum musae (Berk. & Curt,) Arx

e Fusarium roseum (link)

e Verticillium theobromae (Turc.) Mason & Hugues

Isolés occasionnellement :

«  Aspergillus sp.

e Cladosporium sp.

e Cur\ulariapallescens

« Deightoniella torulosa (Syd.) Ellis

e Fusarium monoliforme Sheld

e Fusarium oxysporum f. sp. Clbense (E.F. Smith)
* F. semitectum Berk & Rav.

*  Geotrichum candidum Link ex Pers.
*  Monilia sp.

e Mucor sp.

«  Myrothcium sp.

«  Nectria sp.

¢ Nigrospora sphaerica (Sacc.) Mason
«  Pénicillium sp.

e Pestalotia sp.

Figure 15: Coupe transversale dans une acervule de Colletotrichum musae (tiré de de Lapeyre de Bellaire,
1999).
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impliqués dans le complexe parasitaire et isolés de différentes régions de production de bananes
(Meredith, 1971).

Lukezic et Kaiser (1966) ont également montré que les populations de champignons rencontrées
sur les bananiers etaient différentes d’un individu a Il’autre et d’une couronne a [lautre.
Occasionnellement, il est également possible de rencontrer des bactéries qui, selon certains auteurs,
pourraient produire des enzymes contribuant a la dégradation des tissus mais ceci n’a pas encore été
confirmé par des recherches détaillées (Johanson et Blazquez, 1992).

Bien que les populations de pathogenes présents dans I’infection soient trés variables, on peut
remarquer que les champignons les plus fréquemment associés a la pourriture de couronne dans les
Antilles sont Colletotrichum musae, Fusarium palidoroseum, Verticilium theobromae, Fusarium
monoliforme, Fusarium graminearum, Botryodiplodia theobromae et certains Cephalosporium (Finlay
et Brown, 1993).

Colletotrichum musae est considéré comme un pathogéne primaire. Le rdle primaire ou
secondaire des Fusarium est encore discuté et les autres sont considérés comme des pathogénes
secondaires (Finlay et Brown, 1993; Krauss, 1996 ; Knight, 1982). Ils requiérent des niveaux
d’inoculum plus importants que C. musae pour provoquer des symptomes (Krauss et al, 1998).

4.1.1. Colletotrichum musae (Berk. And Curt.)

Les probléemes causés par C. musae se rencontrent sur une large gamme de plantes aussi bien en
pré- qu’en post-récolte et ce partout dans le monde (Jeffries et al, 1990). C. musae est également
I’agent responsable de I’anthracnose du bananier.

Le genre Colletotrichum regroupe les champignons imparfaits cloisonnés appartenant a I’ordre
des Meélanconiales (de Lapeyre de Bellaire, 1999). Les conidies de C. musae sont hyalines,
unicellulaires, rarement multicellulaires, en fonction des conditions (Jeffries et al, 1990), elliptiques
ou falciformes, non septées et produites apicalement sur les conidiophores contenus dans des acervules
(Jones, 1999). Les acervules, en forme de disque, sont cireuses, subépidermiques avec des soies noires
typiques sur le sommet ou dans les conidiophores qui sont simples et allongeés (Fig. 15).

Les conidies sont produites dans un mucilage et agglutinées en masses dans les acervules
(Simmonds, 1941). Ce mucilage semble étre un élément important dans la survie des conidies. Si elles
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Figure 16: Photo de eonidies de Fusarium sp. (tiré de www.doctorfungus.com).

Figure 17 : Schéma représentant Fusarium sp. A)Hyphes avec conidiophores simples;
B)Conidiophores variables; C)Conidiophore branchu; D)Conidies (Tiré de Barnett et Hunter, 1972).

Figure 19: Photographie a microscopie électronique
de Cephalosporium sp. (tiré de Brown et a/., 1979).
Figure 18: Schéma représentant
Cephalosporium sp.
A)Conidiophores et eonidies; B) et
C) Phialides (tiré de Barnett et
Hunter, 1972).
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sont plongées dans I’eau avant d’étre séchées, elles perdent rapidement leur viabilité (Simmonds,
1941).

Il apparait que, dans la plupart des cas, C. musae est le premier & coloniser les tissus et ce, a
partir d’un faible niveau d’inoculum (Finlay et Brown, 1993). Il établit une iniéction latente au champ
durant les premiers stades de développement du fruit (Krauss et al., 1998).

L optimum de température pour la sporulation de C. musae sur des bananes mdres se situe entre
30 et 35° C. 11n’y a pas d’iniection en dessous de 7,5° C (Misra et Singh, 1962).

Les principales sources d’inoculum de C. musae sont les pieces florales et les bractées (de
Lapeyre de Bellaire et al., 2000). L’eau joue un role important dans la dispersion des spores et dans
I’infestation du fruit. La plupart des spores sont produites dans les 40 jours suivant la floraison. Ensuite
la production diminue rapidement (de Lapeyre de Bellaire et al., 2000).

Les conidies de C. musae peuvent germer a la surface des fruits matures et immatures (Jeffries
etal., 1990).

4.1.2. Fusarium moniliforme J. Sheld.

Le genre Fusarium regroupe les Ascomycota de I’ordre des Hypocreales et de la famille des
Hypocreaceae. F. moniliforme est un saprophyte des organes floraux sénescents du bananier (Jones,
1999). Les microconidies sont abondantes et initialement non septées. Elles sont ovoides ou ont la
forme d’un club de golfet forment de longues chaines (Nelson et al., 1983) (Fig. 16 et 17).

Les conidies de Fusarium sont dispersées par la pluie mais aussi par le vent surtout lors des
périodes de sécheresse (Lukezic et al., 1967).

L’optimum de température pour la croissance de Fusarium moniliforme est de 24,3 °C (Marin et
al.,1996).

F. moniliforme est I’agent causal de la pourriture du pseudo-tronc et fait aussi partie du
complexe causant le « tip-end rot » (Jones, 1999).

4.1.3. Cephalosporium sp.

Le genre Cephalosporium regroupe les champignons appartenant aux Ascomycota de I’ordre des
Hypocreales et de la famille des Hypocreaceae.
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Adhésion des spores

Germination des spores

Allongement du tube germinatif

Formation d’un appressorium

Développement d’une hyphe d’infection

Pénétration dans les cellules épidermiques

Développement intracellulaire des hyphes

Necrose cellulaire et développement de lésions

Figure 20 : Différentes étapes du processus infectieux chez les maladies a Colletotrichum (Jeffries
et al., 1990).
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Les conidiophores sont simples. Les eonidies sont hyalines, simplement septées et produites
successivement au sommet ou de maniere endogéne chez certaines especes. Elles sont contenues dans
une masse gelatineuse (Barnett, 1965) (Fig. 18 et 19).

4.5. Cycle infectieux

L’épidémiologie de la maladie reste relativement peu comprise (Krauss, 1996). En effet, le
nombre élevé de pathogénes impliqués dans le complexe, ayant chacun leurs propres caractéristiques,
complique I’étude du cycle infectieux. Certaines caractéristiques genérales peuvent toutefois étre
citees.

Badger (1965) a montré qu’une humidité relative de 86% et plus est nécessaire pour permettre la
germination des eonidies de la plupart des champignons impliqués dans la pourriture de couronne. Les
eonidies peuvent rester plusieurs mois dans des conditions extrémes de température et d’humidité
avant de germer (Meredith, 1971). La figure 20 retrace les différentes étapes entre I’adhésion des
spores sur le matériel végetal et le développement des Iésions.

Les différents agents pathogenes impliques dans le complexe sont généralement trouvés sur les
feuilles, les fleurs et les bractées du bananier. lls sporulent sur les débris de culture et sont disséminés
par le vent et par la pluie sur toutes les parties du fruit. Dans le cas de C. musae, la principale source
d’inoculum est encore debattue. En effet, pour certains auteurs, les principales sources d’inoculum sont
les pieces florales (Agatti, 1992) et les bractées (Lukezic et Kaiser, 1966), tandis que selon Simmonds.
(1941) et Meredith (1962) il s’agit des feuilles sénescentes. Par contre, il semble que seules les piéces
florales servent de support aux Fusarium sp. (Mourichon, 1993).

Bien qu’une infection au champ ne soit pas a exclure, c’est principalement au moment de la
récolte et de la découpe des régimes en bouquets qu’ont lieu les infections. Comme représenté sur la
figure 21, lorsque les régimes sont récoltés il y a une exportation de Tinoculum se trouvant sur les
fruits eux-mémes ou sur les organes floraux sénescents. Les contaminations se passent sur les sites de
coupures au niveau de la couronne et s’effectuent principalement soit lors de la découpe des mains
avec des couteaux contaminés, soit lors du passage des bouquets dans les bassins d’eau contaminés
(Shillingford ,1977). Les spores provenant des fruits et des organes floraux sénescents restant attachés
aux fruits ont tendance a s’accumuler dans les eaux de lavage (Slabaugh et Grove, 1982). Les spores
présentes dans ces bassins augmentent avec le nombre de mains immergées et peuvent pénétrer de
quelgues millimétres dans le systeme vasculaire au niveau du site de coupure. Green et Goos ont
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Figure 21: Représentation schématique du cycle infectieux des maladies a Colletotrichum (Waller, 1992. Tiré de
de Lapeyre de Bellaire, 1999).



Partie 2 : Synthése bibliographique

montré que, dans une suspension de spores de C. musae, il ne faut que trois minutes pour que les
spores pénetrent de 5 & 7 mm dans les tissus (Meredith, 1971).

Comme il s’agit d’une infection latente de post-récolte, celle-ci n’est ni visible ni prévisible au
moment de la récolte ou lorsque les bouquets sont emballés pour I’exportation. 11 faut attendre la
maturation des fruits pour voir apparaitre les symptomes (Jeffries et al., 1990 ; Krauss et al., 1998) et
les fruits sont déclassés apres leur transport en bateau.

4.6. Contrble de la maladie

La maladie est particulierement difficile a contr6ler de part sa complexité, le nombre de
pathogenes différents impliqués et la difficulté d’atteindre correctement les sites potentiels d’infections
avec les fongicides (Slabaugh et Grove, 1982 ; Eckert et Ogawa,1985). Nolin (1989) cite trois facteurs
qui interviennent dans le développement de la maladie et dans son contrdle :

1. I’etat physiologique du fruit en rapport avec le stade de récolte, les conditions climatiques

au cours de la phase de croissance du regime et la nutrition minérale et hydrique,

2. I’aspect extérieur (grattages, pliures, blessures diverses...) en liaison avec les contraintes

mécaniques qui s’exercent sur le fruit au cours de larécolte, de I’emballage et du transport,

3. Iefficacité des traitements fongicides selon leur nature et la technique de traitement.

4.6.1. Méthode culturale

4.6.1.1. Le nettoyage des parcelles et des stations d’emballage

La lutte contre les pourritures de couronne commence au champ ou il faut réguliérement
procéder a I’enlevement des déchets de cultures car les vieilles feuilles, bractées et autres déchets de
cultures ont été identifiés comme étant des sources majeures d’inoculum. Leur élimination réguliére du
voisinage des fruits permet de réduire la pression d’inoculum et donc le taux de développement de la
maladie (Slabaugh et Grove, 1982). Simmonds (1941) a observé qu’en géneéral, le développement de
I’anthracnose causée par C. musae est plus important sur les parcelles mal entretenues. De méme, tous
les déchets se trouvant a proximité des lieux d’emballage des fruits sont systématiquement eliminés
(Krauss et Johanson, 2000).
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Figure 22: Transport des régimes par cables, des parcelles
a la station d'emballage.
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4.6.1.2. L’age et le grade a la récolte

Pour un méme grade, c’est-a-dire pour des fruits présentant le méme remplissage, les jeunes
fruits sont moins sensibles que les plus agés (Krauss et Johanson, 2000). De ce fait, I’age et le grade
doivent étre pris en considération a la récolte. Afin d’accélérer le développement des fruits et ainsi
réduire leur age a la récolte, on procede a I’ablation des fausses mains, des deux derniéres vraies mains
et de la popote au moment du marquage. Cette opération assure, par une meilleure nutrition du régime,
un bon allongement de I’ensemble des fruits et limite les doigts courbés, source de grattages

importants (Krauss et Johanson, 2000).
4.6.2. La manipulation des fruits et les traitements au hangar d’emballage

4.6.2.1. L épistillage

L épistillage s’effectue a la station d’emballage et supprime les piéces florales susceptibles
d’étre porteuses d’inoculum. Cette opération permet ainsi de diminuer le risque de contamination dans
les différents bains (Krauss et Johanson, 2000).

4.6.2.2. La découpe des mains hors de la parcelle

Dans certaines régions, la découpe des mains se fait au champ mais il a été montré que la

découpe des régimes au hangar permet de diminuer les infections (Jones, 1999).

4.6.2.3. La diminution des chocs

Eviter les chocs lors de la récolte et tout le long de la filiere est particulierement important car
ils provoquent des modifications physiologiques du fruit et facilitent le développement des pourritures.

La récolte s’effectue parfois grace a un systeme de transport par céble. Afin de réduire les
chocs, les régimes y sont suspendus et transportés de la parcelle jusqu’a la station d’emballage
(Fig.22). Généralement, dans les Antilles frangaises, les régimes sont déposes dans des berceaux

individuels matelassés et transportés dans une remorque a étage (Fig.l0a).
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4.6.2.4. La qualité de I’eau

Une eau propre et fréquemment renouvelée dans les bacs de rincage et de délatexage permet de
limiter I’accumulation de spores et de diminuer I'inoculum (Slabaugh et Grove, 1982). On conseille
également de traiter I’eau de ces bacs avec des desinfectants a base de chlore (Slabaugh et Grove,
1982 ; Eckert et Ogawa, 1985) ou d’ammoniums quaternaires (Shillingford, 1977), mais I’efficacité de
ceux-ci est régulierement remise en cause ( Slabaugh et Grove, 1982 ; Eckert et Ogawa, 1985).

4.6.2.5. La découpe des couronnes

Aprés avoir trempé dans les bains, les couronnes sont rafraichies au couteau. Il semble que ceci
permet de diminuer nettement le taux d’infection. Il est supposé que, par cette action, Finoculum
pouvant se trouver sur la couronne est éliminé avant sa progression a I’intérieur des tissus. La coupe
effectuée avec une lame propre en acier inoxydable doit étre nette et franche afin d’éviter des
fragments de tissus pouvant se déshydrater et devenir ainsi des sites potentiels d’infection par le
complexe (Jones, 1999 ; Krauss et Johanson, 2000). De plus, I’extrémité des couteaux de découpe de
bananes est arrondie afin de prévenir les blessures des doigts (Krauss et Johanson, 2000).

4.6.3. Lutte chimique

L utilisation réguliére de fongicides date de la fin des années soixante lorsque les fongicides
systémiques dérivés du benzimidazole (thiabendazole et benomyl) sont apparus. lls appartiennent a la
catégorie des anti-mitotiques. Dans les Antilles, les techniques de traitements sont trés variées:
trempages, tunnels d’aspersion, pistolets, etc...Mais il semble qu’un bon mouillage des fruits soit
essentiel pour assurer une bonne efficacité des traitements fongicides (de Lapeyre de Bellaire et Nolin,
1994). Ces derniers sont appliqués entre la découpe des bouquets et leur emballage dans les cartons
d’exportation.

En Guadeloupe, les produits utilisés en post-récolte ont le méme mode d’action que ceux
appliqués aux champs pour lutter contre une maladie foliaire du bananier : la cercosporiose
(Mycosphaerella musicola). L’apparition de souches résistantes au thiabendazole, déja observée (de
Lapeyre de Bellaire et Dubois, 1997), est consécutive a I’emploi exclusif du benomyl durant une
longue période (1972-1982) en traitement aérien. Les résultats d’une étude, effectueée par de Lapeyre
de Bellaire et Mourichon (1997), ont clairement montré que la résistance au thiabendazole est

largement répandue dans les plantations de Guadeloupe. Vingt-trois pourcents de tous les isolais de C.
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musae évalués ont montré une résistance au thiabendazole. L’apparition de souches résistantes a ete
observée dans les autres zones de productions bananieres (Krauss et Johanson, 2000 ; Johanson et
Blazquez, 1992).

Ceci représente une limite au recours a la lutte chimique, méme si de nouvelles matieres actives,
comme le bitertanol, ont été homologuées récemment pour le traitement post-récolte des bananes. Ce
dernier est un fongicide agissant sur la biosynthese de I’ergostérol. A terme, son efficacité est aussi
menacée car des traitements ayant le méme mode d’action sont utilisés depuis 1984 pour lutter contre
la cercosporiose du bananier. De plus, les consommateurs sont devenus de plus en plus soucieux de la
préservation de I’environnement et de la santé et se tournent préférentiellement vers des produits
n’ayant pas fait I’objet de traitements fongicides post-récolte. Les recherches vont donc dans le sens de
mise au point de nouvelles stratégies de contrdle afin de limiter la lutte chimique.

4.6.4. Lutte physique

4.6.4.1. La température de conservation

Une rapide mise a froid apres la récolte permet de protéger les fruits de la maladie. Cette mise a
froid doit étre continue de la recolte a la mdrisserie (Krauss et Johanson, 2000). La croissance des
champignons du complexe est favorisée par des températures comprises entre 25°C et 30°C et est
ralentie a température froide (13,3°C-13,5°C)(Finlay et Brown, 1993). Ces températures sont donc un
bon compromis entre les températures nécessaires a la conservation des bananes et celles permettant de
freiner la colonisation du champignon. La durée entre la récolte et la mise a froid est importante dans
le développement de la maladie. La température joue non seulement un role dans le développement des
champignons, mais aussi sur la physiologie et la maturation du fruit. Ces deux parameétres ayant eux-
mémes une influence sur Fincidence de la maladie (Finlay et Brown, 1993).

4.6.4.2. L utilisation d’atmospheéres modifiées

(Chillet et de Lapeyre de Bellaire, 1996a)

L’utilisation d’un conditionnement en sac polyéthyléene clos (polybag) entre aussi dans la
réalisation d’une lutte physique raisonnée. L’intérét des polybags a été comparé a celui d’un emballage
classique en polyfilm. Pendant une période de conservation de 28 jours a 13,5°C, la vitesse de
développement des nécroses dues a Colletotrichum musae et la vitesse de maturation des fruits ont été
considérablement ralenties tant que les polybags ont été maintenus fermeés. Cet effet résulte d’une
modification de I’atmosphere a I’intérieur des polybags. Cette modification est caractérisée par une
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augmentation de I’humidité relative et par un changement des teneurs en Oz et COz dans I’emballage.
En effet, la perméabilité sélective des membranes entraine une baisse de la teneur en Oz et une
augmentation de la concentration en CO:. Cette modification de la composition gazeuse, qui réduit
I’intensité respiratoire des fruits et limite la synthése d’éthyléne endogene, permet d’augmenter
considérablement la durée de la phase préclimactérique. Ces atmospheres modifiées ont aussi la
propriété d’inhiber le métabolisme de certains agents pathogenes. Les modifications intervenant dans
la composition de I’atmosphére a I’intérieur des emballages pourraient, soit avoir un effet direct sur
I’activité des pathogénes présents, soit intervenir sur la physiologie du fruit, engendrant indirectement
une inhibition du développement du champignon, donc des nécroses. La résistance mécanique de ces
sacs doit étre importante car la moindre déchirure empéche [I’établissement d’une atmosphere
modifiée.

4.6.4.3. Le Traitement aux U.V.

L utilisation potentielle des U.V. dans le domaine de la conservation des fruits et légumes est
réelle et les effets observés au niveau expérimental ne manquent pas d’intérét.

Cependant, sur les bananes, Misra et Singh (1962) ont observé une coloration rouge-rosée des
fruits maris apres exposition aux U.V. D'apreés Joas (1997), la « dose-seuil » d’altération de la peau est
nettement plus faible que celle du contréle du chancre. Il semblerait que la sensibilité de la peau aux
U.V est trop importante pour envisager une régulation post-récolte de C. musae par un traitement de
type U.V.(Joas, 1997).

4.6.4.4. Le traitement a I’eau chaude

Selon Burden (1968), les traitements a I’eau chaude permettent de détruire les eonidies des
champignons. En laboratoire, les bananes inoculées artificiellement par C. musae sont trempees
pendant deux minutes dans I’eau chaude a 55°C avant la maturation. Ceci permet un contréle complet
de la maladie. Cependant les essais realisés a échelle commerciale, avec des fruits contaminés de
maniere naturelle, ne permettent pas I’obtention d’un contrdle total de la maladie. De plus, des retards
de maturations ont été constatés.
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4.6.5. Lutte biologique

Un certain nombre de travaux sur la lutte biologique contre Colletotrichum sp. sur bananes sont
décrits dans la littérature. 1l ressort généralement que les agents antagonistes montrant des résultats
assez prometteurs lors de tests in vitro, ne sont plus intéressants dans des essais in vivo. La méthode de
tests in vitro pour la détection d'agents antagonistes est souvent critiquée car Fantagonisme détecté in
vitro n’est pas toujours confirmé in vivo (Krauss et al., 1998).

Des méthodes ont été développées, afin de se rapprocher de la réalité des interactions existantes,
en travaillant sur du matériel vivant comme des disques foliaires de bananes (Postmaster et al. ,1997)
ou sur des disques de fruits (Krauss, 1996). Dans les tests in vitro, seul Fantibiose a la possibilité
d'étre mise en évidence. Les autres modes d'action ne peuvent s'exprimer et ne sont donc jamais
détectés.

Des champignons, des levures mais aussi des bactéries (De Costa et Subasinghe, 1998) ont
montré un antagonisme. Chaque auteur sélectionne des antagonistes qui lui sont propres mais il ressort
que Gliocladium sp., Pénicillium spp. et Trichoderma spp. sont souvent cités comme agents
antagonistes contre C. musae sur bananes.

D’autres agents antagonistes, permettant une réduction significative des Iésions sur fruits causées
par Colletotrichum, ont été identifiés. C'est le cas notamment de deux champignons : Acremonium
strictum (Ragazzi et Turco, 1997) et Talaromycesflavus (Magan et Baxter, 1993) qui ont montré une
efficacité in vitro. Bacillus spp., est capable de contr6ler in vivo les infections dues a Colletotrichum
sur mangues et avocats (De Jager et al., 2001). Cette bactérie peut étre appliquée plusieurs fois au
champ avant la recolte ou en traitement localisé aux sites de blessures apreés la récolte.

Chuang et Yang (1993) ont identifié 4 bactéries et 5 levures, ayant un effet antagoniste contre la
germination des spores de C. musae, a partir des bananes a Taiwan. lls ont egalement mis en évidence
que l'efficacité du traitement augmente avec la concentration de I'antagoniste.

Krauss et al.(1998) ont étudié les feuilles seches, les résidus des fleurs seches, les feuilles vertes
et les bananes vertes comme source de mycoparasites contre Colletotrichum. Il en ressort que les
feuilles séches sont les sources les plus intéressantes et que c’est sur les organes verts que I’on retrouve
le moins d’isolats. lls ont sélectionné Pythium sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp., et Verticillium
sp.. Les trois premiers ont également été cités par Kanapathipillai et a/. (1987) comme ayant un effet
antagoniste in vitro envers la croissance mycelienne et la germination des spores de C.musae.
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Postmaster et al. (1997) ont montré que des levures avaient une action fortement antagoniste
lorsqu’elles étaient installées de 24 a 48 heures avant I’inoculation des feuilles de bananes par des
conidies de C. musae. De plus, toujours selon ces auteurs, les levures présentaient une meilleure
efficacité par rapport aux champignons mycéliens ou aux bactéries sélectionnés, alors qu’zH vitro les
champignons semblaient offrir un meilleur niveau d’inhibition du pathogéne. lls ont également
observé que certains champignons causaient des nécroses sur feuilles alors que ce phénomeéne n’avait
jamais été observé avec les levures. Les trois levures isolées etaient Rhodototrula glutinis,
Cryptococcus albidus et Cryptococcus laurentii.
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Chapitre 5 : La iutte biologique

5.1. Introduction

C’est au début du 20ere siécle que I’appellation « lutte biologique » fut proposée pour désigner
les méthodes phytosanitaires mettant en ceuvre des organismes vivants. C’est & la méme époque que
I’industrie agropharmaceutique se développa freinant ainsi les progrés en matiére de lutte biologique.
Il fallut attendre la prise de conscience du colt environnemental des molecules de synthéses et les
craintes formulées par les consommateurs pour observer un regain d’intérét pour la lutte biologique.

De plus, a I’heure actuelle, les industries phytosanitaires sont confrontées a quatre grands
problemes :

> |’augmentation de résistance aux pesticides chimiques,
> la législation phytosanitaire de plus en plus sevére,
> les mouvements politiques favorisant les moyens de luttes alternatifs,

> la méfiance grandissante des consommateurs vis-a-vis de la lutte chimique.

Les consommateurs et les distributeurs sont a la recherche de produits dits « biologiques ». Si la
lutte biologique n’y méne pas nécessairement, elle s’insére parfaitement dans un programme de lutte
intégrée (avec ou sans autres méthodes alternatives) qui a pour objectif une diminution de la
dépendance envers les pesticides.

Quelques antagonistes font déja I’objet d’une commercialisation. Par exemple, Biosave
(Pseudomonas syringae, ESC-11 ; Ecogen Inc.) et Aspire (Candida oleophila, 1-182; Ecoscience
Crop) sont deux produits de biocontrle qui offrent une protection sur pommes contre B. cinerea, et
Pénicillium spp.

5.2. Définition de la lutte biologique

Un grand nombre de définitions de la lutte biologique est proposé par différents organismes. Ces
définitions varient selon la discipline scientifique, le domaine d’application et le pays concerné.

La définition proposée par I’OILB (Organisation Internationale de Lutte Biologique) est la
suivante : « La lutte biologique consiste a utiliser des organismes vivants pour prévenir ou réduire les
dégats causés par des ravageurs et agents phytopathogénes. »

Chapitre 5 : La lutte biologique 22



Partie 2 : Synthése bibliographique

5.3. La lutte biologique dans le domaine du post-réecoite

5.3.1. Introduction

Le nombre d’agents de lutte biologiqgue homologués pour le contr6le des maladies reste pour
Finstant trés limité. Cette faible utilisation des biopesticides peut s'expliquer, principalement, par un
manque d’efficacité aux champs (influence des facteurs environnementaux, manque de persistance
d’action), par une durée de vie réduite du produit au cours du stockage, par des formulations peu
adaptées a I’usage des produits, par un spectre d’action trop spécifique et par un manque de
concurrence économique par rapport aux traitements chimiques. D’autres inconvénients a Futilisation
des agents de lutte biologique sont : le risque d’instabilité génétique, la difficulté de I’association avec
d’autres pratiques culturales acceptées, le colt des tests de toxicité et d'homologation trop élevé pour
le marché cible (Wipps et Lumsden, 2001).

5.3.2. Avantage du post-récolte pour un traitement avec des agents biologiques

L’ application d’une stratégie de lutte biologique en post-récolte parait prometteuse car le
manque d’efficacité des biopesticides souvent observé aux champs pourrait étre surmonté pour les
raisons suivantes (Jijakli et ai, 1999) :

> |e site d'application du traitement est limité sur le fruit,
> les conditions environnementales sont définies et stables au cours du stockage,

> la haute valeur ajoutée des fruits permet des colts de traitement plus importants.

5.4. Applications aux champs ou apres la récolte pour contrdler les maladies
de post-récolte

La principale stratégie pour contrOler les maladies de conservation des fruits est d’appliquer
I'antagoniste dés les fruits récoltés. Mais les maladies latentes de post-recolte, comme les pourritures
de couronne, résultant notamment des opérations de récoltes, sont difficilement contr6lables par des
applications post-récoltes de BCA (Biological Control Agent). L'application aux champs de BCA
peut étre une stratégie appropriée pour le contréle de ces maladies. Des résultats encourageants sur le
contrdle par traitement de pré-récolte de Fanthracnose causé par Colletotrichum sp. sur mangues et
avocats ont déja été mis en évidence. Pour avoir un effet significatif, ces applications doivent étre
répétées et les BCA doivent étre capables de tolérer une faible disponibilité en nutriments, des
radiations UV, des conditions de température et d’humidité trés variées (Ippolito et Nigro, 2000).
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5.5. Etapes du développement de la lutte biologique

Les premieres phases du développement d’un produit de contrble biologique sont semblables a
celles rencontrées dans la recherche de nouvelles molécules actives : effectuer un screening a la
recherche d’une possible activité, rechercher une grande efficacité¢ dans les conditions réelles et
proposer une formulation adéquate qui répond aux attentes des utilisateurs (Jijakli etal, 1999).

Par contre, vu qu’il s’agit d’organismes vivants, les etapes de production en masse, I’étude du
mode d’action et de leur inocuité sont sensiblement différentes des pesticides chimiques (Jijaidi et al,
1999).

5.5.1. Isolement et sélection des agents antagonistes

Il s’agit des deux premiéres étapes qui vont conditionner la réussite future du développement
d’un biopesticide.

La meilleure période d’isolement des antagonistes dépend souvent du pathogene & combattre et
de I’étape du cycle infectieux visé (Jijakli, 2003).

Dans la sélection d’agents antagonistes contre les maladies de post-récolte, il est courant
d’effectuer la sélection a partir des fruits eux-mémes juste avant la récolte ou au cours de la
conservation de ceux-ci (Janisiewicz, 1991). Cependant, il n’existe pas une relation absolue entre
I’efficacité et I’origine du BCA. Des micro-organismes sélectionnés pour leur efficacité contre B.
cinerea et P. expansum ont été isolés a partir du sol, feuilles, fruits du pommier ou encore a partir
d’autres plantes (Janisiewicz, 1988).

Des qu’une collection de micro-organismes est constituée, la sélection des souches antagonistes
les plus efficaces peut étre établie. L évaluation des propriétés antagonistes se fait de préférence in situ
car cette méthode respecte davantage les conditions dans lesquelles la protection devra opérer.

Les propriétés d’un antagoniste idéal (Jijakli. 2003) :
>  Génetiquement stable
> Efficace a faible concentration
> Faible exigence nutritionnelle
> Capacité de survie et d’adaptation aux différentes conditions environnementales
> Efficacité sur un grand nombre de pathogenes et d’hétes
> Production aisée et peu colteuse

> Préparation facile et efficace de Finoculum
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> Absence de production de métabolites secondaires toxiques
> Résistance aux pesticides
> Compatibilité avec d’autres traitements

> Non pathogénicité pour I’homme et éco-toxicologie acceptable

Parametres influencant le niveau de protection
Le premier paramétre ayant une influence sur le niveau de protection par les levures est le temps
d’incubation avant I’inoculation des pathogénes (Jijakli et al., 1993 ; Postmaster et al., 1997). En effet,
il apparait clairement que la protection augmente avec le temps séparant I’application de la levure et
celle du pathogéne.

Ces auteurs ont également mis en évidence la relation proportionnelle entre la concentration en
spores du pathogéne et la concentration requise en antagonistes pour avoir une protection.

Les parametres environnementaux, tels que la température et I’hnumidité lors du stockage, ont
aussi été identifiés comme intervenant dans le niveau de protection.

5.5.2. Production en masse et formulation

(Jijakli et al., 1999)

Lorsque le nombre de souches candidates est suffisamment réduit, les propriétés technologiques
des micro-organismes sont évaluées. La production et la formulation doivent aboutir a un produit qui
possede certaines caractéristiques telles que la stabilité au stockage, la facilit¢ de préparation et
d’application, un codt de revient acceptable.

Des adjuvants de formulations peuvent étre ajoutés afin d’optimiser I’efficacité de I’agent
antagoniste.

5.5.3. Etude des modes d’actions

L’etude des mécanismes d’action est une étape importante dans le developpement d’une lutte
biologique et dans le succés d’une stratégie de biocontrdle car elle permet (Jijakli, 2003) :
> d’optimiser la méthode et la période d’application de I’antagoniste,
> de développer des formulations adéquates qui permettent et stimulent I’expression de

I’antagonisme,
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> de développer une méthode rationnelle pour la sélection d’antagonistes plus efficaces,
> de faciliter I’'hnomologation de I’agent de biocontrole.

Cependant, la connaissance des modes d’action est souvent superficielle, les interactions entre
plante-hote, pathogenes, antagonistes et autres micro-organismes naturellement présents étant tres
complexes. De plus, toutes ces relations sont influencées par les conditions environnementales. Ainsi
la mise en évidence du mode d’action des agents de biocontréle rencontre d’énormes difficultés
signalées par de nombreux auteurs. En effet, I’extrapolation des résultats obtenus in vitro a la réalité
est souvent problématique. L’identification du mode d’action est freguemment basée sur une série
d’évidences indirectes et non sur une demonstration compléte du phénomene (Jijakli, 2003).

L activité antagoniste peut s’exprimer a travers un ou plusieurs mécanismes d’action. Les plus
couramment cités sont la production d’antibiotiques, la compétition pour I’espace ou les éléments
nutritifs, le mycoparasitisme et I’induction de la résistance chez la plante hote.

5.5.3.1. L antibiose

La sécrétion par des micro-organismes de substances antibiotiques est un phénomeéne trés
commun dans la nature. L’antibiose est le mode d’action le plus étudié chez les agents de lutte
biologique. En effet, plusieurs auteurs ont mis en évidence la production in vitro des antibiotiques et
ont évalué I'implication de ces substances dans les propriétés de biocontrdle de certains micro-
organismes (Cook etal, 1995 ; Bélanger et al., 1995).

Cependant, la production d’antibiotiques en culture in vitro n’est pas toujours corrélée avec la
production au niveau des sites d’action in vivo. L’antibiose n’a jamais été mise en évidence chez les
levures antagonistes vis-a-vis de phytopathogenes (Jijakli, 2003).

L utilisation d’agents de lutte biologique agissant par ce mode d’action peut présenter certains
inconvénients. Outre les problémes de toxicité de ces composes vis-a-vis des consommateurs, il faut
tenir compte de la possibilité de I’apparition de phénoménes de résistance, comme dans le cas de
I’utilisation de fongicides synthétiques, chez les pathogénes.

5.5.3.2. La compétition

Ce mécanisme intervient quand les différents organismes impliqués occupent la méme niche
écologique. Les compétitions pour les nutriments, pour I’oxygene ou pour I’espace sont les plus
habituelles.
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Grace a leur ratio surface-volume, les bactéries et les levures sont capables d’utiliser les

ressources énergetiques plus rapidement et en plus grande quantité que les champignons (Droby et
Chalutz, 1994).

Pour étre un bon compétiteur, I’antagoniste doit posseder les caractéristiques suivantes (Droby et
Chalutz, 1994 ) :

> @tre mieux adapté que le pathogéne aux conditions nutritionnelles et environnementales
du site,

> utiliser efficacement les éléments nutritifs en basses concentrations,

> croitre rapidement sur les blessures,

> @tre capable de survivre et de se développer sur la surface des denrées et sur le site

potentiel d’infection a des conditions de température, pH et osmotique extrémes.

La démonstration expérimentale de la compétition est difficile a cause du caractere polygénique
de ces propriétés et du fait qu’elle met en jeu des fonctions impliquées dans le métabolisme de base du
micro-organisme.

5.5.3.3. Le parasitisme

Le mycoparasitisme suppose I’utilisation du pathogéne comme ressource nutritive pour

I’antagoniste. Généralement, différentes enzymes extracellulaires sont impliquées telles que les
chitinases, les cellulases et les /?-1,3-glucanases qui sont capables de lyser les parois fongiques.

5.5.3.4. L’induction de la resistance chez la plante-héte

(Jijakli, 2003)

L’induction de la résistance a également été considérée comme mécanisme d’action de certains
organismes. Ils stimulent des mécanismes de résistance comme la formation de barriére structurale ou
I’accumulation de composés phénoligues fongitoxiques.

La part que prend I’induction de la résistance dans la protection globale de la plante par un agent
de lutte biologique semble limitée lorsqu’elle est quantifiée.
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5.5.4. Tracage et écologie des agents de lutte biologique

Le tracage permet d’étudier la dispersion et le développement des agents antagonistes dans
Fenvironnement ou sur ses cibles. Il permet d’estimer Fadaptation et la survie de Fagent de
biocontréle selon les méthodes d’application ou les formulations utilisées. De plus, le tracage est une
exigence pour la procédure d’homologation. Il se compose de deux parties : I’identification et la
quantification de Fagent.

5.5.5. Application pratique

(Jijakli, 2003).

La mise en pratique de la lutte biologique rencontre quelques difficultés. Géneralement, la
protection offerte par I’emploi seul des antagonistes est insuffisante et il est donc nécessaire de
chercher a augmenter I’efficacité des souches sélectionnées. Une autre difficulté rencontrée est le
manque de compétitivité économique des agents de lutte biologique par rapport aux produits
chimiques. Les tentatives d’application de la lutte biologique devraient cibler préferentiellement les
problemes pour lesquels les autres méthodes de lutte rencontrent des difficultés.

5.5.6. Amélioration du systeme de biocontréle

Pour améliorer le biocontrdle et rendre le BCA efficace sous une large gamme de conditions et
contre un grand nombre de pathogenes, Janisiewicz et Korsten (2002) proposent trois voies de
recherche :

1. I’amélioration de Fenvironnement nutritionnel : cela consiste a favoriser les conditions de
développement de I’antagoniste. Pour cette raison, l’utilisation de substances stimulant I’activité
antagoniste est trés fréquente dans les formulations,

2. le mélange d’antagonistes : permet de maintenir ou d’améliorer les niveaux de protection dans des
conditions environnementales trés différentes. Le plus souvent un antagoniste a un spectre d’action
réduit a un ou quelques pathogénes, ce qui représente un avantage pour la nature en protégeant la
faune naturelle, mais un inconvénient pour le rendement des traitements. L utilisation de mélanges
d’agents de biocontr6le donne généralement une protection plus élevée comparée a des traitements
avec un seul agent de biocontrdle. La combinaison des mécanismes d’action pourrait étre a

I’origine de cette meilleure efficacité vis-a-vis du pathogéne (Leibniger et al., 1997),
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3. I’amélioration intrinséque de I’antagoniste : en développant les aptitudes de I’agent antagoniste a
s’adapter a son environnement ou en améliorant les caractéristiques propres de cet agent a I’aide de

la technologie de I’ADN recombinant.

Chapitre 6 rLes ievures

6.1. Classification et caractéristiques générales

Les levures font partie des champignons unicellulaires. Elles sont classées sous le phylum des
Basidiomycota ou Ascomycota, se reproduisent par bourgeonnement ou par fission et ont un stade
sexuel sans nécessité de formation de corps de fructifications. Outre I’existence ou non d’une phase
sexuelle, les criteres de classification se basent également sur les caractéristiques morphologiques,
biochimiques et génétiques des levures (Walker, 1998).

Les levures sont des organismes tres répandus dans les écosystémes naturels. Ce sont des micro-
organismes non photosynthétiques dont les sources principales de carbone sont les sucres simples, les
polyols, les acides organiques, les acides gras, les alcools aliphatiques, les hydrocarbures et quelques
composeés hétérocycliques et polymeres. Selon la niche écologique, chaque levure est capable d’utiliser
des sources trés diverses de carbone montrant ainsi la grande spécificité d’adaptation de chaque levure
par rapport a son milieu (Walker, 1998).

6.2. Sélection de deux levures : Pichia andmala souche K et Candida oleophila
souche O

6.2.1. Généralités

L’ Unité de Phytopathologie de la FUSAGXx travaille activement, depuis plusieurs années, a la
mise au point d’une méthode de lutte biologique a base de levures contre les maladies de conservation
des pommes et des poires. Dans ce cadre, Pichia andmala (souche K) et Candida oleophila (souche O)
ont été retenues pour leur protection élevée (> 90%) et stable aussi bien a 5°C qu’a 25°C, contre B.
cinerea et P. expansum, a partir d’un criblage in vivo de 329 micro-organismes (levures et bactéries)
isolés de la surface des pommes Golden Delicious (Jijakli et al., 1993).

Ces deux levures permettent une réduction significative des nécroses causées par B. cinerea et P.
expansum et ce, méme lorsqu’elles sont appliquées simultanément. La protection est toutefois
supérieure quand les levures sont appliquées 24 heures avant les pathogenes.
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Figure 23: Colonies de Candida sp. (tiré de
www.doctorfungus.com).


http://www.doctorfungus.com

Partie 2 : Synthese bibliographique

Le traitement par 50 (il d’une suspension de levure de 107 ufc/ml est suffisant pour inhiber le
développement de 50 (il a 106 spores/ml du champignon sur fruit a 5°C comme a 25°C (Jijakli et al.,
1999).

P. andmala et C. oleophila ont été testées pour leurs propriétés technologiques. Elles ont été
produites en fermenteur par le Centre Wallon de Bio-Industrie (Gembloux, Belgique) et les produits de
fermentation séchés par lyophilisation ont garde leur activité protectrice (Jijakli et al., 1993).

6.2.2. Candida oléophila souche O

C’est une levure de type anamorphique. Elle appartient a la subdivision des Ascomycota et a la
famille des Saccharomycetaceae. Dans un premier temps, la souche O a été identifiée comme
appartenant a I’espece Debaryomyces hansenii, mais des tests récents ont déterminé que la souche O
appartenait a Candida oleophila Montrocher. La figure 23 illustre des colonies de Candida sp.

Une souche de cette espéce (1-182) est déja commercialisée aux Etats-Unis et en Israél sous le
nom de Aspire mais les analyses génétiques menées a PUnité de Phytopathologie ont confirme la
différence entre la souche O et la souche 1-182.

6.2.3. Pichia andmala souche K

C’est une levure de type teléomorphique. Elle appartient a la subdivision des Ascomycota et a la
famille des Endomycetaceae.

Elle peut se multiplier par bourgeonnement des cellules diploides ou haploides. Les cellules
diploides peuvent former des asques comprenant chacunes de 1 a 4 ascospores en forme de chapeau.
Les ascospores haploides peuvent se conjuguer avec une ascospore du type opposé pour reconstituer
I’état diploide (Friel, 2001).

6.2.4. Mode d’action

Leur mode d’action a été étudié et il semble que leur antagonisme se marque a deux niveaux. En
effet, les études semblent indiquer que la colonisation rapide des sites de blessures par les levures est
décisive dans I’effet de protection. Cela suggére que I’antagonisme se situe en partie au niveau de la
compétition pour les nutriments. Cependant, la germination in situ des spores de B. cinerea est réduite
méme lorsque le pathogéne est appliqué simultanément aux levures. On peut donc penser que d’autres
facteurs interviennent dans le processus de biocontréle (Jijakli, 1996).
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De plus, la production de (3-1,3-glucanases, enzymes hydrolytiques dégradant les parois

cellulaires des pathogenes, a été détectée dans des filtrats de cultures des levures. Cette présence a été
corrélée avec une augmentation de la protection du fruit ce qui laisse supposer qu’elle participe au
biocontrdle sur pommes.

Les /3-1,3-glucanases sont impliquées dans la digestion des fi-1,3-glucanes (constituant les
parois fongiques) et la lyse des cellules des pathogenes. Elles contribuent également a la
reconnaissance des pathogénes en libérant de petits fragments glucidiques a partir des parois

fongiques. Ces oligosides peuvent agir comme éliciteurs et stimuler les réactions de défense de la
plante-héte.

Les niveaux d’activités endo- et exo-/3-1,3-glucanase de P. andmala étant plus élevés que ceux

de C. oleophila, la suite des travaux concernant la mise en évidence du rble de ces enzymes s’est
effectuée a partir de filtrats de cultures de P. andmala souche K.

L’hypothése d’un réle de ces enzymes hydrolytiques dans la relation antagoniste a été analysée
par une approche moléculaire visant a la disruption des génes codant pour les exo- f3-1,3-glucanases

(Grevesse et al., 2003 cité par Massart et Jijakli, 2003). Deux génes codant pour des exo-/3-1,3-
glucanases ont été isolés a partir d’une banque génomique de P. andmala souche K. L’analyse des
propriétés biologiques de souches mutantes, dont I’'un des deux génes responsables de I’activité exo-
/?-1,3-glucanase a été disrupté, semble montrer que chacune des deux exo- j3-1,3-glucanases ne joue

pas seule un role majeur dans I’activité protectrice vis-a-vis de B. cinerea (Massart et Jijakli, 2003).

Une étude plus approfondie a été entamée afin d’identifier les génes impliqués dans le
biocontr6le et de mieux comprendre leur régulation. A plus long terme, la connaissance de ces
mécanismes permettra une sélection rationnelle d’une deuxiéme géneration de souches de levures plus
efficace (Massart et Jijakli, 2003).

Des composés stimulant la protection ont été étudiés en vue de réussir une formulation

permettant une meilleure activité des deux souches contre I’ensemble des maladies post-récolte. Ainsi,
I’utilisation de la souche K en mélange avec des (3-1,3-glucanes et du CaCl2.2H20 permet d’obtenir

une efficacité supérieure et une durée d’action plus longue que la souche seule (Dickburt et al., 2001).
Le méme effet peut étre observé avec la souche O.
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Chapitre 7 : Contexte économique de ia banane guadeioupéenne

(LoeiUet ,1998)

Avec une production mondiale annuelle de 95 millions de tonnes, la banane se situe au deuxiéme
rang, derriére I’orange, de la production mondiale de fruits, et est au cceur d’une guerre commerciale.
D’un c6té, il y a les multinationales américaines soutenues par Washington, de I’autre une Union
Européenne de moins en moins apte a défendre une politique communautaire minée par les intéréts
divergents de ses membres et partenaires.

Jusqu’en 1993, les « bananes dollars » étaient importées sans frais de douane a travers les filieres
intégrées des sociétés américaines qui en contrdlent la production, le transport et le mdrissage jusqu’a
la distribution. Cette exonération de droits permit aux dites entreprises de réaliser des bénéfices
colossaux, le fruit étant produit a tres bas prix en Amérique Latine.

Effective depuis le lerjanvier 1993, I’Organisation Commune de Marché de la banane (OCM),
créée dans le cadre de la mise en place du marché unique européen, a institué un régime d’aides
compensatoires destiné a assurer un revenu minimum aux producteurs européens. Mais la commission
dut immédiatement faire face a une double pression : celle des multinationales américaines (qui se sont
appuyées sur les pays producteurs d’Amérique Latine) et celle du front de refus des principaux
importateurs de « bananes dollars » : Allemagne et Bénélux.

En avril 1994, I’Organisation Mondiale du Commerce (OMC) est créée en remplacement du
GATT et dénonce rapidement le principe des quotas spécifiques mis en place par FUnion Européenne.
En effet, le marché européen, I’un des plus importants et des plus rentables, absorbe chaque année 3,9
millions de tonnes de maniere contingentée: 850 000 tonnes de production communautaire en
provenance des fles dont 150 000 tonnes de Guadeloupe, 857 000 tonnes venant des pays ACP sans
frais de douane et 2,2 millions de tonnes des pays d’Amérique Latine, dont les bananes dites « bananes
dollars ». Ces derniéres sont commercialisées par des firmes principalement américaines et sont
soumises aux droits de douane. L’OCM privilégie ainsi les bananes communautaires et les bananes des
pays ACP par un systéeme de prix garanti et d’aides compensatoires.

Ce systeme est jugé discriminatoire et non conforme aux régles du commerce international par
FOMC. Aussi, malgré une premiére modification de FOCM, le lerjanvier 1999 sous la pression des
producteurs de « bananes dollars » et une diminution consécutive des droits de douane pour ces pays,
le nouveau régime européen d’importation est a nouveau dénoncé par FOMC qui conteste, en
particulier, le principe des quotas spécifiques.
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Ainsi, a partir du lerjanvier 2006, la protection communautaire et celle des pays ACP ne serait
plus assurée que par les droits de douane. A partir de cette date, la concurrence avec les « bananes
dollars » risque donc de s’accroitre et les prix payés aux producteurs pourraient diminuer.

Dans ce contexte de globalisation du marché, la compétitivité de la banane d’exportation sera un des
éléments clés de la viabilité économique des exploitants bananiers de Guadeloupe.

De plus, la qualite de la banane antillaise souffre d’une mauvaise réputation. Celle-ci est
conséquente aux accidents de maturation et aux maladies de conservation telles les pourritures de
couronne qui se développent freguemment. Pour limiter le probléme lié aux champignons, les fruits
sont traités avec des fongicides avant d’étre conditionnés.

Le programme qualitt du CIRAD-FLHOR espére pouvoir diminuer et supprimer les
traitements fongicides post-récolte afin de créer un label de qualité : « Sans traitement fongicide apres
récolte ». Il envisage ainsi d’exploiter un créneau commercial peu développé en production bananiere
et d’offrir aux consommateurs toujours plus soucieux de la santé et du respect de I’environnement, une
banane antillaise labellisée qui garderait sa competitivité dans le futur marché de la banane.
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Objectifs

L activité protectrice élevée de deux souches de levures développées par I’Unité de
Phytopathoiogie contre des pathogénes de conservation sur pommes et sur poires ayant déja eté mise
en évidence, I’utilisation de ces souches pourrait étre une alternative attrayante aux fongicides pour
lutter contre les problemes de pourritures de couronne rencontrés dans toutes les zones de production
de bananes d’exportation.

Le but de cette étude a donc été d’évaluer I’activité antagoniste de deux souches de levures
contre le complexe parasitaire responsable des pourritures de couronne et de déterminer certains
facteurs influencant le niveau de protection.

L’influence du temps séparant I’application des levures de celle du pathogene a été le premier
parametre étudié.

La possibilité d’intégrer I’emploi des souches de levures a d’autres techniques de lutte comme
I’emballage des bouquets de bananes dans des polybags a également été évaluée.

Cette étude avait donc pour but de chiffrer I’efficacité de I’activité protectrice des deux souches
de levures dans un autre type de relation « hdte-pathogéne » que celui étudié jusqu’a présent par
I’Unité de Phytopathoiogie. Cette étude s’intégre parfaitement dans le programme qualité du CIRAD-
FLHOR qui recherche des alternatives aux produits fongicides dans le but de créer une banane
labellisée.
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Chapitre 1 : Choix des especes fongiques étudiées

Le nombre de champignons impliqués dans le complexe et testés a été limité a trois pour
permettre de balayer une quantité représentative d’agents responsables de la maladie tout en étant
compatible avec le temps et le budget alloué a cette expérience. Le choix des champignons étudiés
a €été opéré au départ des données bibliographiques sur les différentes espéces fongiques
principales isolées a partir des pourritures de couronne, dans les différentes zones de production et
en fonction des espéces rencontrées sur la station de Neufchateau.

Les parasites fongiques retenus étaient :
» Colletotrichum musae souche 46.12
» Fusarium moniliforme souche 7B
» Cephalosporium sp. souche 4B

Ces différentes souches avaient été isolées sur des couronnes contaminées et avaient déja été
utilisées pour plusieurs expériences au sein de la station du CIRAD-FLHOR. Elles sont
conservées dans leur mycothéque a -80°C dans une solution de glycérol (50%).

Chapitre 2 : Souches de ievures utilisées

Deux levures ont été testées:
e Candida oleophila souche O
* Pichia andmala souche K

Toutes deux ont été isolées par f Unité de Phytopathologie de Gembloux (FUSAGX)

Elles ont été conservées a -80°C sous forme de cellules dans une solution de glycérol (50%)
pour une conservation de longue durée.

Chapitre 3 : Matériel végétai et échantillonnage

Le matériel veégétal utilisé (triploide acuminata) appartient au cultivar Grande-Naine du
sous-groupe Cavendish.

Les échantillonnages ont été effectues sur le site d’emballage de la station
expérimentale du CIRAD-FLHOR, du domaine de Neufchateau a Capesterre en Guadeloupe.
Ce site est localise sur la cote au vent de Basse-Terre a une altitude moyenne de 250m. Les
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mains ont été récupéerées le matin méme de I’expérimentation. Les bananes ont été récoltees a
I’intervalle fleur-coupe (1FC) de 900°C jour au seuil de 14°C afin d’homogéneiser le stade
physiologique a la récolte. Elles ont toutes été prélevées sur des secondes et troisiemes mains
caractérisées par :

1. un nombre de fruits par mains supérieur a 20,

2. des grades et des longueurs de doigts équivalents,

3. I’absence de fruits non-conformes,

4. un ensemble de fruits sans défaut observable,

5. issus de régimes semblables,

Les mains ont été découpées en bouquets de 4 doigts. Le bouquet a constitué I’unité
expérimentale et chaque modalité d’une expérience était constituée de 5 bouquets. Les 5
bouquets d’une modalité étaient issus de 5 régimes différents et les 5 bouquets de chaque
modalité étaient prélevés sur les 5 mémes régimes.

Chaque expérimentation a été répétée 6 fois dans le temps.

Fig.24 : Représentation schématique de I’échantillonnage effectué.
Chapitre 4 : Nature des objets témoins

Pour chaque expeérience, deux modalités témoins ont servi de comparaison. D’une part
la modalité « témoins non traités » et d’autre part la modalité « témoins fongicides » . Les
bouquets faisant partie de la modalité « témoins non traités » ont été inoculés avec les mémes
pathogenes que les autres modalités mais n’ont subi aucun traitement ultérieur. Par contre, les
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Figure 25a : Couronne de section nette et Figure 25b : Dépdt de I0OQjil de suspension de

carrée. pathogénes.
Figure 25c : Recouvrement de la goutte de Figure 25d : Emballage des bouquets par
suspension avec un carré de papier filtre. modalité dans des cartons de petit format.

Figures 25 : Méthode de reproduction des symptomes des champignons impliqués dans le complexe
de la maladie de la pourriture de couronne.
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bouquets des groupes «témoins fongicides» ont été trempés une minute dans du
thiabendazole a la dose de 500mg/L (Mertect 20S) aprées leur inoculation par les pathogénes.

Chapitre 5 : Méthode de reproduction des symptémes

La méthode avait été mise au point, testée et validee par le CIRAD-FLHOR dans le
cadre du programme qualité de la banane en post-récolte. Les couronnes des bananes ont été
inoculées artificiellement par les pathogenes impliqués dans la maladie post-récolte et ont
subi les conditions imitant (exportation industrielle.

5.1. Préparation des pathogenes

Colletotrichum musae, Fusarium monoliforme et Cephalosporium sp., ont été repiqués
sur milieu PDA et conservés a 25°C pendant 7 a 10 jours avant leur mise en suspension dans
10 ml d’eau distillée stérile. Les cultures ont ensuite été raclées avec un étaleur coudé afin de
récupérer les spores. La suspension a été passée sur un filtre de type Wattman 40 (im. La
concentration initiale en spores a été déterminée, apres agitation, par comptages a I’aide d’une
cellule de Mallassez. Une fois la concentration initiale déterminée, la concentration finale a
été obtenue par dilutions successives en prenant soin de vortexer les suspensions entre chaque
dilution.

Les concentrations finales attendues étaient de 103 conidies/ml pour Colletotrichum
musae, et de 10" conidies/ml pour Fusarium moniliforme et Cephalosporium sp.
Pour le complexe, un mélange des trois champignons aux mémes concentrations a été

réalisé.
5.2. Préparation des couronnes

Les mains de bananes, récupérées le jour méme de I’expérience a la station selon
I’échantillonnage prévu, ont été ramenées au laboratoire. Elles ont été decoupées en bouquets
de 4 doigts sans défaut. Les doigts des extrémités des mains ont été systématiquement
éliminés. Chaque bouquet a alors été marqué selon son régime d’origine et sa modalité de
destination.

Chapitre 5 : Méthode de reproduction des symptémes 37



Figure 26 b, ¢ : Caissons de gazage contenant les bananes.

Figures 26 : Simulation du programme d’exportation.
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Les bouquets ont été placés sous I’eau courante pendant au moins 20 minutes afin de
permettre Pécoulement du latex.

Les couronnes ont été rafraichies au couteau pour supprimer les tissus desséchés. Ces
coupes étaient de sections carrées, réguliéres et nettes pour permettre d'obtenir des couronnes
similaires entre les bouquets (Fig.25a).

Enfin, les couronnes ont été désinfectées en les trempant 10 secondes dans de Palcool a
90° dilué a 50%.

5.3. Inoculation des couronnes

Une fois les couronnes seches, elles ont été inoculées avec la suspension du pathogéne
ou du complexe préparée au point 5.1. Cette inoculation a été réalisée par dépot de 100 (il de
la suspension au niveau de la couronne (Fig.25b). La suspension a eté agitée
systématiquement aprés chaque dépdt. Un carré de papier filtre stérilise a eté déposé sur la
goutte afin d’éviter I’écoulement de celle-ci et de maintenir Pinoculum sur la couronne
(Fig.25¢).

5.4. Simulation du programme d’exportation

Apreés inoculation, les bananes ont été emballées par modalité dans des polyfilms
perforés et placées dans des cartons d’exportation de petit format (Fig.25d). La simulation du
transport en bateau a été effectuée par un stockage des bananes en chambre tempérée a 13°C
durant 10jours (Fig.26a).

Ce laps de temps écoulé, les cartons et les polyfilms ont été ouverts afin que les bananes
soient exposées a un traitement a Pazéthylene a 1000 ppm a 20°C durant 24 heures dans des
caissons de gazage spécifiques (Fig.26b et 26¢). Aprés ces 24 heures, les cartons ont été
refermés et placés dans une autre chambre thermorégulée a 20°C jusqu'a atteindre le stade
« tournant jaune », c’est-a-dire 3 jours apres le traitement a Pazéthyléne.

5.5. Evaluation de la progression des pathogenes

Deux évaluations de la progression des pathogénes ont été effectuées durant la
simulation du programme d’exportation. La premiere était effectuée aprés les dix jours en
chambre a 13°C, ce qui correspondait a I’entrée des bananes en mdrisserie. Il s’agissait d’une
« Evaluation de la Surface externe de la Couronne Colonisée » par les pathogénes et a été
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Figure 27 a : Evaluation au stade entrée
marisserie de la Surface de Couronne
Colonisée (ESCC). Niveau 4.

Surface totale de la couronne

Surface de la couronne nécrosée

Figure 27 b : Evaluation interne de la progression des pathogénes au stade
*sortie marisserie™.

{ (Surf. Nécroses (mm2)/ surf, totale de la couronne(mm2)) * 100 } permet
d’obtenir le Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée (PSCN).

Figures 27 : Evaluation interne et externe de la progression de la pourriture.
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renseignée par les initiales « ESCC » dans I’analyse des résultats. A la suite d’observations
visuelles, elle consistait a classer les couronnes, selon le pourcentage de surface qui avait été
colonisée par le pathogéne, de la fagon suivante (Fig.27a) :

» Classe 0 : Pas de symptome externe,

* Classe 1:de 0a25 % de la surface de la couronne colonisée,

» Classe 2 :de 25 a 50 % de la surface de la couronne colonisée,

e Classe 3 :de 50 a 75 % de la surface de la couronne colonisée,

e Classe 4 :de 75 a 100 % de la surface de la couronne colonisée.

La deuxieme évaluation était effectuée au stade « sortie mirisserie », trois jours apres le
traitement a Fazéthylene, et a permis de chiffrer la progression interne des champignons au
sein de la couronne. Cette évaluation a permis d’obtenir un « Pourcentage de Surface de
Couronne Nécrosée » qui a été appelé « PSCN » dans I’analyse des résultats. Pour procéder a
cette évaluation, les bouquets de 4 doigts ont été séparés en deux bouquets de deux doigts. La
découpe transversale de la couronne a permis une visualisation des nécroses internes. La
mesure de la surface de nécrose exprimée en mm2 a été reportée a la surface totale de la
couronne afin d’étre exprimée en pourcentage de surface interne de couronne nécrosée
(Fig.27b).

L’efficacité des souches de levures a également été exprimée en pourcentage de
protection par rapport au témoin non traité. Ce pourcentage a eté établi en se basant sur les
résultats du PSCN. Les valeurs des pourcentages de protection par répétition ainsi que les
moyennes et écarts types de ces pourcentages par essai sont en annexe 7.

*100

PSCN (T) -PSCN (0)

Pourcenta e de protection par ra oytvau’[émofn:
g p p pp ( PSCN (T)

PSCN (T) = PSCN moyen chez le lot ttmoin non traité
PSCN (O) = PSCN moyen chez I’objet étudié
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La différence moyenne du PSCN entre deux traitements ainsi que les limites de

confiance de cette moyenne ont été calculées a I’aide de la formule suivante (Dagnelie, 1994):

Avec : Xi = Moyenne du PSCN du traitement 1
X% = Moyenne du PSCN du traitement 2
t(i-a f2) - Coefficient t de student pour un risque Ci de 0,05.
CMr= Carré moyen résiduel
nl= Effectifdans groupe 1
n2= Effectifdans groupe 2

Chapitre 6 : Preparation et application des suspensions de ievures

6.1. Préparation des suspensions de ievures

Les souches de levures ont été mises en culture sur boites de Pétri contenant le milieu
PDA et maintenues dans une chambre de culture a 4°C.

Les levures ont été repiquées trois fois a 24 heures d’intervalle sur milieu PDA avant
d’étre utilisées pour préparer la suspension. Entre les repiquages, elles ont été conservées a
20°C. Vingt ml de solution isotonique (NaCl 8,5g/l) autoclavée ont été déposés par boite de
Pétri. Les levures ont éeté recupérées grace a un etaleur coudé stérile et transférées dans une
bouteille de 200 ml & I’aide d ’une micro-pipette.

La concentration en ufc/ml a été déterminée par comptages a I’aide d’une cellule de
Mallassez. La concentration initiale déterminée, la concentration finale a été obtenue par
dilution avec de I’eau isotonique préalablement autoclavée. Entre chaque dilution la
suspension a été soigneusement agitée pour I’homogénéiser. Le volume final devait étre
proche du litre de suspension.
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Figure 28 : Application des levures sur la couronne par
trempage de dix secondes dans la solution de levures en
agitation permanente.
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6.2. Application des ievures sur les couronnes

Les suspensions d’un litre de levures préparées au point 6.1. ont été transférees dans des
bassines d’un litre, permettant un trempage des couronnes pendant dix secondes (Fig.28). Les
suspensions étaient en agitation constante grace a l’utilisation d’un agitateur a puce
magnétique.

Les couronnes ainsi traitées ont été mises a sécher avant d’étre emballées par modalité
dans des polyfilms perforés et placées dans des cartons pour subir la simulation du
programme d’exportation.

Chapitre 7 : Essais realisés

7.1. Evaluation de I|’efficacité de deux souches de levures vis-a-vis de
trois agents fongiques impligués dans la maladie

Les trois parasites ont été inoculés seuls ou en mélange sur les couronnes. Trois heures
plus tard, chaque souche de levures a des concentrations de 106 a 108 ufc/ml a été appliquée.
Ainsi, par pathogene et pour le complexe, huit modalités de cing bouquets ont été testées :

0 A :Fruits inoculés non traités,
: Fruits inoculés et traités au thiabendazole (Mertect 20 S),
: Fruits inocules et traités avec la souche K a 106 ufc/ml,
: Fruits inoculés et traités avec la souche O a 106 ufc/ml,
: Fruits inoculés et traités avec la souche K a 10" ufc/ml,
: Fruits inoculés et traités avec la souche O a 107 ufc/ml,

: Fruits inoculés et traités avec la souche K a 108 ufc/ml,

©O o o o o o o
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- Fruits inoculés et traités avec la souche O a 108 ufc/ml.

Ceci a constitué une expérimentation. Chaque expérimentation a été repétée 6 fois dans
le temps.
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7.2. Evaluation de I’efficacité de la souche O vis-a-vis des pourritures
de couronne en fonction du temps séparant I’application de la
levure de celle du complexe

La souche O a 108ufc/ml a été appliquée sur des couronnes 24h avant, 15 minutes apres
et 3h aprés leur inoculation avec le complexe parasitaire artificiel.

Chaque expérimentation était constituée de 5 modalités comprenant chacune 5
bouquets :

A. Témoin : complexe non traité,

w

Traitement fongicide,

C. Application des levures 15 minutes aprés I’inoculation du
complexe,

D. Application des levures 3 heures aprés I’inoculation du
complexe,

E. Application des levures 24 heures avant [I’inoculation du

complexe.

Six répétitions dans le temps ont été effectuées.

7.3. Evaluation de [I’efficacité de la souche O en combinaison avec
I’utilisation de polybags de 50 ¢un vis-a-vis des pourritures de
couronnes.

La souche O a 108 ufc/ml a eté appliquée sur des bouquets 3h aprés leur inoculation
par le complexe.
Chaque expérimentation comprenait 4 modalités de dix bouquets.
A. Témoin : complexe non traité,
B. Traitement fongicide,
C. Application de la levure O a 10" ufc/ml 3 heures apres
I’inoculation des couronnes par le complexe,
D. Application de la levure O a 108 ufc/ml 3 heures apres
I’inoculation des couronnes par le complexe et emballage des

bouquets dans un polybag de 50 (im.
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Dés que les bananes de la modalité D ont été emballées dans le polybag, celui-ci a été
fermé par un nceud pour permettre I’installation d’une atmosphere modifiée. Les autres
modalités ont été emballées dans un polyfilm classique.

Chaque modalité a été placée dans des grands cartons a bananes de 18,5 kg afin de subir
le programme d’exportation.

Six répétitions dans le temps ont été effectuées
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Chapitre 8 : Méthode d’analyse
8.1. Conditions d’application

La normalité des populations n’a pas pu étre veérifiee puisque I’unité expérimentale était
constituée d’un seul bouquet. Cependant, une droite de Henry des valeurs résiduelles et un
histogramme de ces valeurs ont été réalisés pour chacune des expérimentations afin de vérifier
la normalité des populations & posteriori. Ces droites sont présentées en annexe 1 et les
histogrammes en annexe 2.

8.2. Type d’analyses

Les résultats de chacune des deux évaluations des trois essais ont été soumis a une
analyse de la variance a trois criteres de classification, partiellement hiérarchisée et mixte. Les
deux facteurs aléatoires étaient : les repétitions et les régimes avec respectivement 6 et 5
niveaux. Le troisieme facteur était fixe : il s’agissait des traitements et le nombre d’objets était
différent d’un essai a I’autre en fonction des types de traitements comparés.

Les tableaux de I’analyse de la variance de I’ESCC et du PSCN sont respectivement mis
en annexes 3 et 4 de ce travail.

8.3. Remarque relative a I’analyse des données concernant les
traitements fongicides

Les valeurs des deux évaluations de chaque expérience concernant les bouquets traités
avec le fongicide étant nettement différentes des valeurs des autres traitements, la modalité

« traitement fongicide » n’a pas été prise en considération dans les analyses de la variance.

8.4. Logiciels utilises

Les analyses de la variance ont été réalisées pour les deux types d’évaluation a I’aide du
logiciel MIN1TAB développé par Minitab. Elles ont été suivies des tests de Newman et Keuls
effectués par le logiciel SAS, au seuil de 5% pour I’ensemble des variables mesurées au cours
de ces expérimentations. Les tableaux des tests de Newman et Keuls sont en annexe 5 pour
I’ESCC et en annexe 6 pour le PSCN.
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Chapitre 1 : Introduction

La maladie de la pourriture de couronne est un complexe variable de plusieurs
pathogénes. Cependant, afin de faciliter la réalisation des essais, seuls trois champignons ont
été seélectionnés pour effectuer les différents tests. Ces trois champignons, parmi les plus
importants identifies, ont un réle majeur dans le développement de la maladie et interviennent
fréquemment dans la composition du complexe tel qu’on le rencontre dans les Antilles
francaises.

Dans ce travail, trois essais d’efficacité de I’activité protectrice des deux souches de
levures contre des champignons phytopathogenes ont été réalisés :

» Essais d’efficacité des deux souches de levures a trois concentrations différentes
sur le contréle du developpement des champignons impliqués dans le complexe

parasitaire et sur le complexe lui-méme.

» [Essais d’efficacité de la souche O a 10s ufc/ml sur le contréle des pourritures de

couronne en fonction du temps d’incubation s’écoulant entre I’application de la

souche de levure et rinoculation du complexe|parasitaire.

» Essais d’efficacité de la souche O a 108 ufc/ml sur le contrdle des pourritures de

couronne en combinaison avec I’utilisation de polybags de 50 (im.

Aucune référence n’a été trouvée concernant les concentrations d’inoculum auxquelles
sont exposées les couronnes dans la réalité. C’est pour cette raison que les concentrations en
pathogénes ont été choisies sur base d’essais antérieurs déja effectués sur cette maladie
(Pacico, 2001). Sachant que Colletotrichum musae nécessite un plus faible niveau d’inoculum
que les autres pour obtenir des symptdmes, les concentrations ont eté deéfinies afin d’obtenir

des niveaux de contaminations extrémement séveres, rarement rencontrés dans la réalité.
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Chapitre 2 : Evaluation de I’efficacité de deux souches de levures
vis-a-vis de trois agents fongiques impliqués dans la maiadie

2.1. Généralités

La premiére etape de ce travail consistait a mettre en évidence et a chiffrer I’activité
antagoniste des 2 souches de levures contre le complexe des pourritures de couronne de la
banane et contre les trois champignons du complexe testés individuellement.

2.2.  Bouquets inoculés avec Colletotrichum musae

L’evaluation de I’efifet des souches de levures sur C. musae est particulierement
importante car ce champignon est le plus frequemment rencontré et le plus pathogéne parmi
ceux impliqués dans le complexe parasitaire.

2.2.1. Evaluation en entrée marisserie (ESCC)

Les résultats de I’analyse de la variance ont indiqué qu’il n’y avait pas d’effet
significatif (p = 0,176) du traitement par les levures par rapport au témoin, sur le
développement de C. musae a la surface de la couronne. Par contre, il existait un effet de la
répétition (p < 0,0001). Les résultats sont représentés sous forme d’histogramme (Fig. 29).

Le traitement fongicide permet une diminution importante de la colonisation externe de
la couronne.
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Figure 29 : Moyennes et écarts types de PESCC (Evaluation de la Surface de Couronne Colonisée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement appliqué aux couronnes aprés inoculation par C. musae. Les
données K6, K7, K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux concentrations respectives de
106, 107et 10* ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements effectués par la souche O aux
concentrations respectives de 106 107 et 108 ufc/ml. Les traitements ne présentant pas de différences
significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et I’écart type du traitement
fongicide sont également représentés.

2.2.2. Evaluation en sortie marisserie (PSCN)

L’analyse de la variance du PSCN des couronnes inoculées avec C. musae a permis de
mettre en évidence I’existence d’au moins une différence trés hautement significative (p <
0,0001) entre les traitements. L’eftét de la répétition est toujours présent (p <0,0001).

La comparaison des moyennes a révélé que cette différence se situait entre le témoin
non traité et I’ensemble des traitements par les levures. Les différents traitements levures ne
présentaient pas de différences significatives du PSCN entre eux. La figure 30 représente les
PSCN des différents traitements. Avec un PSCN de 0%, le traitement fongicide etait le plus
efficace.

Le PSCN moyen pour la série regroupant I’ensemble des bouquets traités avec les
levures était de 40,6% contre 67,0% pour le groupe témoin non traité. La différence de
nécroses entre ces deux groupes etait de 26,4% avec un intervalle de confiance, pour cette
différence, compris entre 18,4 % et 34,4 %.
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Figure 30 : Moyennes et écarts types du PSCN (Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement appliqué aux couronnes apres leur inoculation par C. musae.

Les données K6, K7, K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux concentrations respectives
de 10b’ 10?et 10s ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements effectués par la souche O aux
concentrations respectives de 106 107 et 108 ufc/ml. Les traitements ne présentant pas de différences
significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et I’écart type du traitement
fongicide sont également représentés.

2.2.3. Discussion

Dans les deux types d’évaluations, il est apparu que, d’une part le traitement fongicide
restait le moyen le plus efficace pour limiter les dégats causés par C. musae et que, d’autre
part, il y avait un effet de la répétition.

Alors que les résultats de la premiere évaluation ne permettaient pas de détecter la
moindre action antagoniste des levures vis-a-vis de C. musae, I’analyse du PSCN a démontré
I’existence d’une activité antagoniste des levures sur le pathogéne. Comme celui-ci est
généralement considéré comme le champignon le plus fréquemment rencontré et le plus
pathogéne de ceux impliqués dans le complexe, la détection d’un effet antagoniste envers C.
musae est une découverte encourageante dans le développement d’une méthode de lutte
biologique contre les pourritures de couronne.

Cet essai a permis d’établir que les effets antagonistes étaient similaires quelle qu’ait été

la souche et la concentration en ufc/ml utilisees. 11 semble donc que la gamme de
concentrations testée etait insuffisante pour C. musae. 11 serait intéressant de déterminer la
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concentration seuil inférieure permettant la méme réduction des nécroses dues a C. musae. De
méme, il faudrait déterminer la concentration en antagoniste augmentant significativement le
niveau de protection. Ceci s’avere important dans I’aspect économique du développement
d’une telle lutte.

Le pourcentage de protection moyen par rapport au témoin offert par les levures contre
C. musae est de 40,5%. Cependant, il faut rester prudent par rapport a cette valeur de
protection en raison du manque de répetabilite de I’expérience et des écarts types élevés
observés. Malgré cela, ce pourcentage est une premiere indication du potentiel antagoniste.
De plus, ce pourcentage est similaire & ceux trouvés dans la littérature. Les levures testées
contre C. musae par Postmaster et al., (1997) sur des feuilles de bananier ont atteint un
pourcentage de protection de 35%. De Costa (1998) obtient in vivo un pourcentage de
protection contre C. musae de 39%.
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2.3. Bouquets inoculés avec Fusarium moniliforme

Le deuxiéme champignon sur lequel a été testée I’activité antagoniste des souches de
levures était F. moniliforme. 11 est egalement Fun des pathogenes les plus fréquemment

rencontres dans le complexe.

2.3.1. Evaluation en entrée mdrisserie (ESSC)

L’analyse de la variance a mis en évidence une différence trés hautement significative

entre les traitements (p<0,0001) et entre les répétitions (p<0,0001).

La comparaison des moyennes a différencié deux groupes d’efficacité distincts qui sont
représentés a la figure 31. La souche O et la souche K, toutes deux a une concentration de 16
ufc/ml, n’ont pas entrainé de réduction de la colonisation externe de la couronne par F.
moniliforme par rapport au témoin non traité. Par contre, les autres combinaisons « souche de
levure-concentration » ont permis une diminution similaire de la colonisation et

significativement différente du témoin non traité.

—
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Figure 31 : Moyennes et écarts types de I’ESCC (Evaluation de la Surface de Couronne Colonisée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement appliqué aux couronnes apres inoculation par F. moniliforme. Les
données K6, K7, K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux concentrations respectives de
106 107et 108 ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements effectués par la souche O aux
concentrations respectives de 106 107 et 108 ufc/ml. Les traitements ne présentant pas de différences
significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et I’écart type du traitement

fongicide sont également représentés.
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2.3.2. Evaluation en sortie marisserie (PSCN)

L’analyse de la variance a mis en évidence une différence significative entre les
traitements (p = 0,0225). Un effet trés hautement significatifdu facteur répétition (p < 0,0001)
a été observé.

Cependant, malgré ces résultats, le test de Newman et Keuls n’a pas permis de localiser
les différences existant entre les traitements. Ce désaccord avec I’analyse de la variance
précédemment effectuée est probablement di a une différence de puissance des tests.

Exceptionnellement, un test de Dunnett a été effectué pour cette évaluation afin de
pallier a ce probleme et déceler les différences signalées par I’analyse de la variance. Ce test
ne détecte que les traitements qui sont significativement différents du témoin.

Il en ressort, qu’a la différence des autres combinaisons « souche de levure-
concentration », les bouquets traités avec la souche K a 107 ufc/ml et la souche O a 10Sufc/ml
montraient une différence significative dans le PSCN par rapport au témoin non traité. Cette
différence moyenne était de 12,3% de nécroses avec un intervalle de confiance compris entre
5,1% et 19,5%.

Les résultats de cette évaluation sont représentes sous forme d’histogramme (Fig.32).
Le traitement fongicide a été le plus efficace.
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Figure 32 : Moyennes et écarts types du PSCN (Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement appliqué aux couronnes aprés leur inoculation par F. moniliforme.
Les données K6, K7, K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux concentrations respectives
de TO0 107et 10s ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements effectués par la souche O aux
concentrations respectives de 106 107 et 108 ufc/ml. Les traitements ne présentant pas de differences
significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et I’écart type du traitement

fongicide sont également représentés.

2.3.3. Discussion

Les résultats des deux évaluations ne sont identiques mais ils ne se contredisent pas. En
eftét, dans la premiere évaluation, 4 traitements sur 6 différaient du témoin et dans la
deuxiéme, il n’y avait plus que deux de ces 4 traitements qui permettaient une réduction
interne des nécroses. Cette différence peut s’expliquer par le fait que la premiére évaluation
est beaucoup moins objective et précise que la deuxiéeme. En effet, ’lESCC se base sur une
observation visuelle des symptdmes et permet une classification a 5 niveaux, empéchant ainsi
de petites différences de symptdmes d’étre reflétées. L’ESCC a donc permis de donner des
informations sur une tendance constatée. A I’'opposeé, la mesure du PSCN en sortie mrisserie
est plus représentative de la sensibilité des fruits a la maladie car il s’agit d’une variable
quantitative mesurée avec précision. L’essentiel de la discussion a donc été basé sur les
résultats du PSCN.

Seules les souches K appliquée a 107 ufc/ml et O appliquée a 108 ufc/ml ont permis une
réduction significative des nécroses internes.
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Les pourcentages de protection moyens par rapport au témoin fournis par les deux
souches K a 107UFC/ml et O a 1(T UFC/mI sont respectivement de 46% et 48%.
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2.4. Bouquets inoculés avec Cephalosporium sp.

Cephalosporium sp. est le dernier pathogéne du complexe sur lequel des essais pour
détecter un eftét antagoniste des levures ont été réalisés.

2.4.1. Evaluation en entrée mdrisserie (ESCC)

L’analyse a indiqué une différence hautement significative entre les traitements
(p=0,007) et une différence trés hautement significative entre les répétitions (p<0,0001).

La comparaison des moyennes a mis en évidence que la différence se situait entre le
témoin et I’ensemble des combinaisons « souche de levure-concentration » (Fig.33). Comme
lors des essais précédents, le traitement fongicide a été le traitement le plus efficace.

LU

Traitements testés

Figure 33 : Moyennes et écarts types de FESCC (Evaluation de la Surface de Couronne Colonisée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement appliqué aux couronnes aprés inoculation par Cephalosporium sp.
Les données K6, K7, K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux concentrations respectives
de 106 10'et 108 ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements effectués par la souche O aux
concentrations respectives de 106 107 et 108 ufc/ml. Les traitements ne présentant pas de différences
significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et |’écart type du traitement
fongicide sont également représentés.
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2.4.2. évaluation en sortie mdrisserie (PSuN)

L’ analyse de la variance a conduit a accepter, d’une part I’hypothése nulle de départ a
savoir I’égalite des moyennes des modalités comparées, et d’autre part la répétabilité de
I’expérience. La figure 34 illustre le PSCN qui a été observé pour chaque modalité.
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Figure 34 : Moyennes et écarts types du PSCN (Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement appliqué aux couronnes apres inoculation par Cephalosporium sp.
Les données K6, K7, K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux concentrations respectives
de 106 107et 108 ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements effectués par la souche O aux
concentrations respectives de 106 107 et 108 ufc/ml. Les traitements ne présentant pas de différences
significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et I’écart type du traitement
fongicide sont également représentés.

2.4.3. Discussion

Bien que ’ESCC ait révélé un effet antagoniste des levures envers Cephalosporium sp.,
I’analyse du PSCN, qui est plus objective, a démenti cette hypothése.

Les deux souches de levures ne semblent pas avoir d’effet antagoniste sur
Cephalosporium sp. Cependant, la valeur de p étant trés proche de 0,05, il est raisonnable de
supposer qu’il existe une différence mais que I’expérience n’a pu la mettre en évidence.
D’autres essais devraient étre effectués afin de confirmer cette absence d’activité antagoniste
des deux souches de levures sur Cephalosporium sp.

Chapitre 2 : Evaluation de I’efficacité des souches de levures 55



Partie 5 : Résultats et discussions

Le PSCN pour les objets témoins non traités n’était que de 19% révélant la faible
pathogénicité de Cephalosporium sp. par rapport a C. musae.
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2.5.  Bouquets inoculés avec le complexe

Le complexe était constitué d’un mélange des trois pathogenes aux mémes
concentrations respectives que celles qui ont été utilisées précédemment.

2.5.1. Evaluation en entrée marisserie (ESCC)

L’analyse de la variance a mis en évidence une différence trés hautement significative
entre les traitements (p < 0,0001) ainsi qu’entre les répétitions (p < 0,0001).

Le test de Newman et Keuls a différencié trois groupes d’efficacité distincts (Fig. 35)
Les traitements avec les souches K et O & une concentration de 10a ufc/ml présentaient la plus
faible valeur de I’ESCC. lls on ete suivis des autres combinaisons « souche de levure-
concentration », puis du témoin qui présentait les valeurs de I’'ESCC les plus élevees.

Figure 35 : Moyennes et écarts typse de I’'ESCC (Evaluation de la Surface de Couronne Colonisée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement appliqué aux couronnes apres inoculation par le complexe artificiel.
Les données K6, K7, K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux concentrations respectives
de 106 107et 10s ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements effectués par la souche O aux
concentrations respectives de 106 107 et 108 ufc/ml. Les traitements ne présentant pas de différences
significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et |’écart type du traitement
fongicide sont également représentés.
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2.5.2. évaluation en sortie marisserie (PSCN)

L’analyse de la variance a rejeté de maniere trés hautement significative I’égalité des
moyennes comparees (p< 0,0001) tandis que la répétabilité des résultats a été acceptée (p=
0,0878).

Le test de Newman et Keuls a mis en évidence trois groupes d’efficacité différents
(Fig.36):

e Groupe A : Témoins non traités
» Groupe B : Bouquets inoculés avec K a 106, 107, 108 ufc/ml et O a 106 et 107
ufc/ml

» Groupe C : Bouquets inoculés avec O a 10° ufc/ml

40% T i==j

N A # de° 01 06 A~
Traitements testés N

Figure 36 : Moyennes et écarts types du PSCN (Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement appliqué aux couronnes aprées leur inoculation par le complexe
parasitaire artificiel. Les données K6, K7, K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux
concentrations respectives de 10b’ 10?et 108 ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements
effectués par la souche O aux concentrations respectives de 106 107et 108ufc/ml. Les traitements ne présentant
pas de différences significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et |’écart type du
traitement fongicide sont également représentés

De toutes les combinaisons « souche de levure-concentration » qui ont été testées, la
souche O a une concentration de 10* ufc/ml a montreé I’eftét antagoniste le plus marqué envers
le complexe. Les cing autres combinaisons avaient un effet antagoniste relativement plus
laible mais qui leur permettait toutefois de se différencier du témoin.
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Figure 37a : PSCN des bouqguets témoin non traité.

Figure 37e : PSCN des bouquets traités avec le fongicide.

Figure 37 : PSCN des bouquets témoin non traité, des bouquets traités avec la souche O a 10 ufc/ml
et des bouquets traités avec le fongicide.
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La différence moyenne du PSCN entre les groupes B et C était de 10,7% et I’intervalle
de confiance de cette différence était compris entre 5,9% et 15,5%. La différence moyenne du
PSCN entre les objets traités avec O a 108 ufc/ml et les objets témoins était de 21,7%, avec un
intervalle de confiance compris entre 15,5% et 27,9%. Les bouquets traités avec le fongicide
présentaient le moins de nécroses.

2.5.3. Discussion

Comme lors des essais avec les autres champignons, ’ESCC a donné une premiére
tendance mais c’est en effectuant le calcul du PSCN que les traitements montrant la meilleure
action antagoniste ont réellement été distingués et qu’il a été possible de chiffrer cette action.

La souche O a 108 ufc/ml a montré I’activité protectrice la plus élevée vis-a-vis du
complexe et a été sélectionnée pour la suite des expériences. Le pourcentage de protection par
rapport au témoin est de 56% et est relativement bon comparé a ce qui peut étre trouvé dans la
littérature. De Costa (1998) obtient des pourcentages de protection in vivo, grace a des
bactéries, variant entre 30 et 42% pour les différents parasites du complexe testés
individuellement. Le pourcentage de protection obtenu contre le complexe en particulier est
de 42%. De plus, le protocole expérimental se rapproche fortement de celui utilisé dans ce
travail. Toutefois, il faut se montrer prudent par rapport a ces comparaisons a cause de la
grande variabilité observée tant au niveau de I’expression des symptdmes qu’au niveau des
pourcentages de protection.

Les figures 37 illustrent les niveaux du PSCN chez les bouquets témoins (37a), chez les
bouquets traités avec la souche O a 108 ufc/ml (37b) et chez les bouquets traités avec le
fongicide (37c).
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2.6. Discussion générale de I’essai

Les champignons n’avaient pas le méme pouvoir pathogene aux concentrations de
spores utilisées pour les inoculations. La figure 38 illustre cette différence. C. musae était le
plus pathogéne suivi de F. moniliforme et de Cephalosporium sp. Le complexe a présenté une
pathogénécité intermédiaire. 1l pourrait exister, entre les champignons, des phénomenes
antagonistes qui induisent une réduction des nécroses dues a C. musae. Ainsi, le PSCN des
bouquets témoins inoculés uniqguement avec C. musae était de 67% contre 39% de couronnes
nécrosées pour les témoins inoculés avec le complexe. D’autres interactions existent peut-étre
mais elles ne peuvent étre déduites des résultats de cette expérience.

I est également remarquable que les levures n’ont pas la méme action antagoniste
envers les différents pathogénes. En effet, les souches K et O avaient la méme action envers
C. musae et F. moniliforme alors qu’aucune des deux ne montrait un effet antagoniste contre
Cephalosporium sp. et que la souche O a 108 ufc/ml présentait I’antagonisme le plus marqué
contre le complexe.

120%
100% 0 PSCN des objets témoins
80% 1 PSCN des objets traités
avec levures les plus
60% efficaces
(0]
40%
20%
0%
C. musae F. moniliforme Cephalosporium Complexe

Champignons

Figure 38 : Pourcentages moyens de nécroses des objets témoins inoculés avec chaque pathogéne et des

objets traités avec les levures les plus efficaces pour chaque pathogeéne.

Les pourcentages de protection les plus elevés sont restés proches de 50%. Dans le cas
de C. musae, il etait de 40%. Pour F. moniliforme, les pourcentages de protection offerts par
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la souche K a 107 ufc/ml et la souche O a 108 ufc/ml étaient, respectivement, de 46% et 48%.
Ce pourcentage atteignait une valeur maximale de 56% vis-a-vis du complexe.

Ainsi, le pourcentage de protection maximale obtenu grace aux levures, pour chaque
champignon, était inférieur a celui obtenu lorsque la souche O a 10s ufc/ml était appliquée
sur le complexe. Cette observation renforce I’hypothése d’interactions au sein méme du
complexe parasitaire et de phénoménes antagonistes entre les champignons. Cependant, on ne
peut exclure que I’activite des levures ait été stimulée par le complexe.

La protection obtenue est encourageante pour la mise au point d’une méthode de lutte
biologique contre le complexe parasitaire méme s’il faut nuancer ce propos. En effet, les
expériences ont été realisees sur base d’un complexe artificiel de trois champignons.
L’ensemble des interactions rencontrées dans la réalité sur le modele « couronne-complexe-
levure » ne sont donc pas réunies.

Il faut préciser que les conditions de travail et les concentrations en pathogenes qui ont
été établies étaient des conditions favorisant I’expression de la maladie. Les pourcentages de
nécroses obtenus sur les objets témoins ont été extrémement importants et de telles situations
sont rarement rencontrees dans la realité.

L’information la plus importante a retirer de cet essai réside dans la mise en évidence
d’un effet antagoniste des deux souches de levures contre Colletotrichum musae qui est le
champignon le plus pathogéne et le plus fréquemment impliqué dans le complexe parasitaire.

Les résultats montrent de grandes différences entre les répétitions et les causes de cette

variabilité seront discutées au chapitre 5 pour I’ensemble des expériences présentées dans ce
travail.
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Chapitre 3 : Evaluation de [I’efficacité de la souche O des
pourritures de la couronne en fonction du temps séparant
I’application de la levure de celle du complexe

La combinaison « souche de levure-concentration» de O a 108ufc/ml a été identifiée
comme étant la plus efficace dans Fessai précédent et a donc été retenue pour la suite des
essais.

Au cours de cet essai, la souche a été appliquée 24 heures avant, 3 heures apres et 15
minutes apres rinoculation des couronnes par le complexe.

3.1. Evaluation en entrée mdrisserie (ESCC)

En «entrée mdarisserie » il existait un effet trés hautement significatif du traitement
(p<0,0001) sur la maladie de la couronne. Un effet de la répétition a également été observé
(p<0,0001).

La comparaison des moyennes a permis d’identifier 3 groupes ayant des valeurs de
I’ESCC significativement differentes (Fig.39) :

* Groupe A : Témoins non traités,

* Groupe B : Traitement par les levures 15 minutes ou 3 heures apres
Finoculation du complexe,

* Groupe C: Application des levures 24h avant I’inoculation du complexe
parasitaire.

Le traitement fongicide était le traitement le plus efficace et les bouquets ne présentaient
presque aucune colonisation externe de la couronne par le complexe parasitaire.
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24 h 15 min 3 h Témoin Fongicide
Traitements testés

Figure 39 : Moyennes et écarts types de I’ESCC (Evaluation de la Surface de Couronne Colonisée) pour les 6
répétitions en fonction du moment d’application des levures et du type de traitement appliqué sur les couronnes
apreés leur inoculation par le complexe. Les traitements ne présentant pas de différences significatives entre eux
sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et |’écart type du traitement fongicide sont également
représentés.

24 h :les levures ont été appliquées 24 heures avant le complexe artificiel.

15 min : les levures ont été appliquées 15 minutes aprés le complexe artificiel.

3 h :les levures ont été appliquées 3 heures apres le complexe artificiel.

3.2. Evaluation en sortie marisserie (PSCN)

L analyse des résultats du PSCN a conduit aux mémes conclusions que celles obtenues
lors de I’analyse de ’ESCC, et les trois groupes d’efficacité sont restés les suivants (Fig.40):
> Groupe A : Témoins non traités,
> Groupe B : Traitement par les levures 15 minutes ou 3 heures apres
I’inoculation du complexe,
> Groupe C: Application des levures 24h avant les pathogénes du complexe
parasitaire.

La différence moyenne du PSCN entre les groupes A et C était de 51,7%. L’intervalle
de confiance de cette valeur était compris entre 36,5 % et 66,9 %. De méme, la différence
moyenne du PSCN entre les groupes B et C était de 31,8%, avec un intervalle de confiance
compris entre 18,6 % et 45,0%.
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Le traitement fongicide a été le traitement le plus efficace pour limiter les nécroses

causees par le complexe.

Dans ce cas, I’effet des répétitions a été nul (p = 0,07).

120%
100%
80%
%60%
a.
40%
20%

%
24H 15 min 3H Témoin Fongicide

Traitements testés

Figure 40 : Moyennes et écarts types du PSCN (Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée) pour les 6
répétitions en fonction du moment d’application des levures et du type de traitement appliqué aux couronnes
apres leur inoculation par le complexe. Les traitements ne présentant pas de différences significatives entre eux
sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et I’écart type du traitement fongicide sont également
représentés.

24 h :les levures ont été appliquées 24 heures avant le complexe artificiel.

15 min : les levures ont été appliquées 15 minutes aprés le complexe artificiel.

3 h :les levures ont été appliquées 3 heures aprés le complexe artificiel.

3.3. Discussion

Les résultats des deux évaluations sont parfaitement en accord et indiquent que le
niveau de protection augmente avec le temps séparant I’application de la souche de levure de
I’inoculation du complexe. Avec une valeur de 57,0%, le pourcentage de protection par
rapport au témoin, apporté lors d’une application de la levure 24 heures avant le complexe a
plus que doublé par rapport a celui offert lors d’une application de la souche 0 15 minutes ou
3 heures aprés I’inoculation du complexe (22,5%). Ce renforcement de la protection lorsque
les levures sont appliquées avant les pathogénes, avait déja été observé par plusieurs auteurs.
Postmaster et ai, (1997) sont ainsi arrivés a presque doubler le pourcentage de protection de
levure contre C. musae sur feuilles de bananier lorsque le temps séparant les deux applications
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était de 48 heures. Lorsque le temps était augmenté a 72 heures, la protection était de 90%.
Jijakli (1996) a également montré que I’activité protectrice de la souche K et de la souche O
contre B. cinerea sur pommes était supérieure a 50% en cas d’inoculation simultanée de
I’agent pathogéne et que la protection était proche de 80% lorsqu’un intervalle de 12 heures
séparait I’application des souches de celle de B. cinerea.

Il est impératif de considérer I'importance de ce gain de protection dans le
développement et dans la mise au point d’une lutte biologique utilisant cette souche de levure
contre les maladies de pourritures de couronne. Il faut donc envisager des moyens
d’application permettant I’installation des levures avant celles des pathogenes.

Cependant, le schéma de traitement tel qu’on le rencontre actuellement dans les stations
d’emballage, ne semble pas favoriser I’installation de la levure. En effet, les contaminations
ont lieu au moment de la découpe des mains en bouquets et surtout immédiatement aprés,
lorsque les bouquets sont mis a tremper dans les bains de délatexage (Krauss et Johanson,
2000). Or, I’application de la souche de levure sur la couronne ne peut étre réalisée qu’une
fois la couronne de section carrée apparue, c’est-a-dire lorsque les mains ont été découpées en
bouquets. L’application des levures sur les couronnes avant leur contamination par les
pathogénes pourrait toutefois étre envisagée dans les cas ou la contamination se fait dans les
bains de délatexage. Une méthode d’application envisageable consisterait en un dépét de
levures lors de la découpe des bouquets et de retarder le passage dans les bains de délatexage
afin de permettre I’installation des levures.

Plusieurs types d’applications pourraient étre envisagés : un traitement par aspersion, le
dépot d’une pate de levure sur la couronne ou I’utilisation de patchs imbibés de levures. Les
deux derniéeres techniques permettraient de localiser le traitement sur les couronnes et de
maintenir les levures en place. Des essais a grande échelle doivent étre effectués afin de
déterminer si ces' modes d’applications sont compatibles avec les autres opérations effectuées
a la station d’emballage et si les modifications qu’un tel systéme entrainerait, sont sans effet
sur la physiologie de la banane. Effectivement, si ces changements existaient, ils pourraient,
par exemple, influencer la qualité de la banane ou sa durée de conservation et entrainer un
autre type de pertes. Il faut que le gain économique découlant de I’utilisation de cette méthode
de lutte soit intéressant.
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Si une application de la souche de levure quelgues heures avant le passage des bouquets
dans les bains de délatexage parait envisageable, une application 24 heures avant ne semble
pas réalisable.

La co-inoculation, bien que moins efficace, n’est cependant pas a écarter. En effet, le
niveau de protection obtenu avec une co-inoculation peut étre augmenté par combinaison avec
d’autres méthodes de lutte. Ainsi, si la mise au point d’un systeme permettant la colonisation
préalable des levures n’est pas possible, I’utilisation de la lutte biologique reste envisageable.

Il faut également remarquer que le pourcentage de protection offert par I'utilisation de
la souche O a 108 ufc/ml a été plus faible dans cet essai que lors de I’essai antérieur. En effet,
précédemment, le pourcentage de protection atteignait 56% alors qu’ici il n’était plus que de
20% pour un méme temps séparant I’inoculation du complexe et I’application de la souche de
levure (3 heures). Cette différence d’activité antagoniste peut, éventuellement, étre mise en
relation avec le PSCN des objets témoins. Dans le premier essai, il était de 39% contre 89%
dans ce cas-ci. Le pourcentage de protection semble diminuer avec lI’augmentation de la
sévérité des symptdmes. Cependant, ces différences de protection peuvent avoir d’autres
origines et le nombre de résultats a ce stade est insuffisant pour établir une relation étroite
entre le PSCN des objets témoins et le PSCN des objets traités avec les levures. Cette
hypothése sera néanmoins discutée au chapitre 5 en reprenant I’évolution du PSCN des objets

témoins et celle du pourcentage de protection durant les trois mois d’expérimentation.
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Chapitre 4 : Evaluation de I’efficacité de la souche O a 108 ufc/ml
en combinaison avec r utilisation de polybags de 50 pimvis-a-
vis des pourritures de couronne

Au cours de cet essai la souche O a eté combinée a I’emploi de polybags de 50(im afin
d’évaluer leurs effets combinés sur la protection.

4.1. Evaluation en entrée marisserie (ESCC)

Il existait un effet hautement significatif du type traitement (p= 0,004) sur la
colonisation externe des bouquets par le complexe parasitaire. 1l y avait toujours un effet de la
répétition (p= 0,002).

Le test de Newman et Keuls a mis en évidence 3 groupes d’efficacité distincts (Fig.41).
Le traitement qui a présenté le moins de nécroses, était celui ou I'utilisation des polybags a été
combinée a celle de la souche O a 108 ufc/ml. Venait ensuite le traitement avec la souche O a
10° ufc/ml seule et enfin, le groupe qui présentait le plus de colonisations externes : celui des
témoins non traités.

08 08+Poly Témoin Fongicide
Traitements testés

Figure 41 : Moyennes et écarts types de I’ESCC (Evaluation de la Surface de Couronne Colonisée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement subi par les couronnes inoculées avec le complexe. Les traitements
ne présentant pas de différences significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et
I’écart type du traitement fongicide sont également représentés.

08 correspond au traitement seul avec la souche O & 108 ufc/ml.

e 08+Poly correspond au traitement combiné de la souche O a 10* ufc/ml avec un polybag de 50 (j.m.
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De nouveau, le traitement fongicide a été le plus efficace vis-a-vis du complexe
parasitaire.

4.2. Evaluation en sortie marisserie (PSCN)

L analyse de la variance du PSCN indiquait un effet tres hautement significatif entre les
traitements appliqués (p < 0,0001). Il y avait toujours un effet de la répétition (p < 0,0001).

Le test de Newman et Keuls concernant I’analyse du PSCN a confirmé les résultats
obtenus lors de FESCC (Fig.42). En effet, les bouquets traités avec la levure et emballés dans
les polybags ont montré moins de nécroses que lorsque la souche O était appliquée seule. Le
témoin a révélé le pourcentage de néecroses le plus élevé.

La différence moyenne du PSCN entre le groupe ayant été traité avec la levure et
emballé ensuite dans un polybag et le groupe témoin était de 45,5%. L ’intervalle de confiance
de cette différence était compris entre 35,2% et 55,8%.

La différence moyenne du PSCN entre la combinaison levure-polybag et le groupe

ayant été traité uniquement avec la souche O était de 13,3%. L ’intervalle de confiance de cette
différence moyenne était compris entre 3,0% et 23,6%.
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Figure 42 : Moyennes et écarts types du PSCN (Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée) pour les 6
répétitions en fonction du type de traitement subi par les couronnes inoculées avec le complexe. Les traitements
ne présentant pas de différences significatives entre eux sont représentés dans la méme couleur. La moyenne et
I’écart type du traitement fongicide sont également représentés.

e« 08 correspond au traitement seul avec la souche O a 108 ufc/ml.

¢ 08+Poly correspond au traitement combiné de la souche O a 108 ufc/ml avec un polybag de 50 jim.

4.3. Discussion

Si I’emploi de polybags combiné a I’utilisation de levures a permis une réduction
significative des nécroses par rapport au témoin, la différence entre remploi du polybag
combiné aux levures et le traitement par la souche O a 108 ufc/ml seule, n’a pas été tres
importante. En effet, la différence de nécroses entre les deux traitements a été de 13,3% avec
un seuil minimal de 3 %. Il faudrait donc évaluer si ce gain d’efficacité est rentable par
rapport au surcroit de travail et au surcolt que le traitement combiné entrainerait. Cependant,
en terme de pourcentage de protection par rapport au témoin, celui offert par la souche O a
10" ufc/ml était de 41,0% contre 61,0% pour une utilisation combinée avec les polybags.

La combinaison des deux méthodes renforce donc la protection de 20%, mais celle-ci
reste cependant inférieure a celle fournie par le traitement fongicide. 11 faudrait tenter
d’optimiser I’efficacité de la combinaison des deux méthodes afin d’en tirer le meilleur
pourcentage de protection. 11 serait notamment intéressant d’effectuer des tests afin de chiffrer
la protection qu’il serait possible d’obtenir en combinant le traitement avec le polybag et
I’application des levures 24 heures avant le complexe. Comme le développement des
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champignons a été plus fortement ralenti lorsque les levures sont appliquées 24 heures avant,
il est possible que Fefiét du polybag se marque davantage que ce qui est observé lors du test
effectué dans ce cas-ci. Cependant, les résultats n’ont pas permis de séparer les effets du
polybag de ceux du traitement par la souche O, car I’efficacit¢ du polybag seul sur la
réduction du pourcentage de nécroses n’a pas été évaluée.

D’autres combinaisons de méthodes de lutte doivent étre envisagees comme par
exemple un traitement a I’eau chaude avant I’application des levures. En effet, ce type de
traitement a déja été testé par Burden (1968). En laboratoire, les bananes inoculées
artificiellement par C. musae on été trempées pendant deux minutes dans I’eau chaude a 55°C
avant la maturation. Ceci a permis un contr6le complet de la maladie. Cependant les essais
réalisés a échelle commerciale, avec des fruits contaminés de maniére naturelle, ne permettent
pas I’obtention d’un controle total de la maladie. Cette diminution de I’efficacité pourrait
donc étre limitée en utilisant I’effet antagoniste de Candida oleophila mis en évidence dans ce
travail.
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Chapitre 5 : Discussion géneérale

L analyse de la variance, effectuée pour chaque experimentation, a montré qu’il y avait
dans la plupart des cas, un effet de la répétition. Cet eftét a eté observé tant au sein des
modalites traitées avec la souche O a 108 ufc/ml que chez les témoins non traités. Ces fortes
variations entre les répétitions n’ont donc pas été causées par le traitement effectué par la
souche de levure.

La figure 43 retrace I’évolution du PSCN des objets témoins ayant subi les mémes
opérations d’inoculations au fil des semaines et montre que la variabilité qui a été observée
sur le PSCN est relativement importante. En effet, I’intensité de I’expression des symptomes
varie de 31% a 100% de surface de couronne nécrosée au cours des dix semaines considérees.
Ce phénoméne avait déja été décrit par Lukezic et al. (1966) qui ont observé des variations
dans la sévérité de la maladie au cours du temps lorsque leurs expériences s’effectuaient sur
dix mois.

Figure 43 : Variation du PSCN (Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée) des objets témoins inoculés

avec le complexe entre le 6 mars et le 22 mai 2003.

Ces différences dans I’expression des symptdmes peut étre dues a plusieurs facteurs.
Premierement, il est possible que cette variabilité provienne d’une différence de concentration
en spores dans les solutions d’inoculation. Celle-ci peut étre causée par une mauvaise
préparation de la suspension de départ ou encore par une mauvaise homogénéisation de celle-
ci avant chaque inoculation. Cependant, le calcul des spores et rétablissement de la
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suspension d’inoculation ont toujours été préparés de maniére rigoureuse. De méme, les
suspensions ont été correctement homogénéisées a chaque préléevement d’inoculation. Ainsi,
méme si I’existence de legéres différences de concentration en spores entre les semaines n’est
pas a exclure, celles-ci ne sont pas suffisantes pour expliquer de telles différences dans
Fexpression des symptomes.

Une autre source d’erreurs peut étre due & un manque de maintien de la goutte
d’inoculum sur la section de découpe de la couronne. Cependant, cela restait occasionnel et se
produisait au maximum sur un seul des 5 bouquets d’une modalité. Or, les tendances a la
baisse ou a la hausse du niveau de necroses s’observent de maniere génerale sur I’ensemble
des bouquets de la modalité. Ainsi, méme si ce phénoméne contribue éventuellement aux
différences observées, il ne peut en expliquer la totalité.

D’autres facteurs se sont avérés étre incontrOlables. C’est le cas des conditions
environnementales lors de la découpe et de Finoculation des bouquets. En effet, ces
opérations se déroulaient dans une piece non conditionnée ou les températures et I’humidité
relative étaient fonctions de celles rencontrées a I'extérieur. Il faut souligner que ces deux
parametres ont été extrémement variables au cours des trois mois d’expérimentations. Il
faudrait envisager d’effectuer ces tests dans des locaux ou les atmosphéres sont contrblées
afin de réduire I’impact que pourraient avoir les conditions environnementales, lors des
manipulations, sur les bananes, sur les pathogenes et sur la colonisation des couronnes par ces
derniers.

D’autres parameétres, non maitrisables, pourraient étre responsables de cette grande
différence au niveau de Fexpression de symptémes observée au cours du temps. C’est le cas
des bananes elles-mémes dont la physiologie complexe n’est pas encore maitrisée. Les
régimes ont été systématiquement récoltés a 900°C jours afin d’homogénéiser au maximum le
matériel végétal et de réduire les variabilités dans I’expression des symptdmes pouvant
provenir de la banane et de sa physiologie. Malgré le contrdle de ce parametre, I’existence
d’une différence de sensibilité des bananes a la maladie selon les semaines n’est pas a exclure.
Chillet et al.(1996) ont d’ailleurs expliqué que les changements saisonniers touchant la
physiologie du finit etaient liés a I’évolution de facteurs climatiques et que ces changements
physiologiques pourraient étre responsables des variations de qualité observées au cours de
I’année. Nolin (1989) cite I’état physiologique du fruit,en rapport avec le stade de récolte, les
conditions climatiques au cours de la phase de croissance du régime et la nutrition minérale et
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hydrique,comme étant un facteur intervenant dans le développement de maladie et dans son
contrdle. Selon Hostachy et al. (1990), I’état physiologique des fruits au moment de la récolte
conditionne leur évolution ultérieure en mdrisserie et notamment la vitesse de développement
des champignons.

Les analyses de la variance effectuees dans ce travail ont permis de mettre en évidence
I’existence de différences significatives au niveau de I’expression des symptomes entre les
différents régimes prélevés le méme jour. Ce phénomene avait déja été observé par Frossard
etal, (1977) qui ont d’ailleurs précisé que la sensibilité des fruits aux pourritures de couronne
variait non seulement d’un régime a l’autre, mais également, sur un méme régime, d’une main

a 'autre.

Cette différence de sensibilité observée entre régimes récoltés le méme jour démontre
I’importance de la physiologie de la banane dans I’expression des symptomes. Elle prouve
que, méme si le seuil de 900°C jours permet d’homogénéiser la récolte, il n’a cependant pas
permis d’atteindre un état physiologique reproductible expliquant en partie au moins le
manque de répeétabilité des expériences effectuées.

La figure 43 a également mis en évidence que plus les répétitions s’étalaient dans le
temps, plus les différences observées entre elles étaient importantes. Pour permettre de
diminuer cet effet des répétitions, les 6 répétitions d’une expérimentation devraient étre
effectuées autant que possible dans un temps minimal. Le premier essai concernant C. musae
et F. moniliforme a été échelonné sur 6 semaines. L’analyse de la variance concernant ces
deux champignons a montré une différence trés hautement significative entre les répétitions.
Par contre, dans le cas de Cephalosporium sp. et du complexe, les expériences se sont
déroulées sur 4 semaines et les analyses de la variance ont indiqué qu’il n’y avait pas de
différences entre les répétitions. Les deux autres essais concernant, pour l’'un les temps
d’incubation et pour I’autre I'utilisation combinée de polybags, ont pu, chacun, étre effectués
en deux semaines. C’est probablement cette réduction du temps qui a permis aux expériences
concernant les temps d’incubations d’étre répétables. Toutefois, lors des essais avec polybags,
la variabilité du PSCN durant cette période (24/04/03-08/05/03) était si importante que la
réduction de la période de manipulation, a été insuffisante pour réduire la variabilité des
résultats entre les différentes répétitions.
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De grandes différences dans le pourcentage de protection ont également été rencontrées
entre les différentes expériences utilisant pourtant a chaque fois le méme protocole. Pour
tenter d’expliquer cette variation du pourcentage de protection, I’évolution du PSCN des
objets inoculés avec le complexe et traités avec la souche O a 108 ufc/ml a été comparée a
I’évolution du PSCN des objets témoins (Fig.44). Il apparait clairement que les deux
évolutions ont suivi la méme tendance. Cependant, il semble que la protection diminue
lorsque I’intensiteé des symptdmes augmente.

Figure 44 : variations observées, entre le 6 mars et le 22 mai 2003, du PSCN (Pourcentage de Surface de
Couronne Nécrosée ) des objets témoins inoculés avec le complexe parasitaire artificiel et des objets inoculés

avec le méme complexe et traités avec la souche O a 10* ufc/ml.

Il semble donc possible, au vu de ces graphiques, d’émettre I’hypothése selon laquelle il
existe une relation entre la sévérité de la maladie et le pourcentage de protection. Dans le but
de mettre cette relation en evidence, une droite de régression du PSCN des objets traités en
fonction du PSCN des objets témoins a été effectuée. Une équation reliant les deux variables a
éte etablie et la droite présente un coefficient de corrélation de 0,93 (Fig.45).
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Figure 45 : Relation entre le PSCN (Pourcentage de Surface de Couronne Nécrosée) des objets témoins non
traités inoculés avec le complexe parasitaire artificiel et le PSCN (Pourcentage de Surface de
Couronne Nécrosée) des objets inoculés avec le complexe parasitaire artificiel et traités avec la souche O a 108

ufc/ml.

Il existe donc une relation étroite entre la sévérité des symptdmes et la protection que
peuvent apporter les levures. Cette observation permet de penser que la protection offerte par
les levures sera plus importante dans les conditions réelles ou I’expression des symptomes est
rarement du niveau rencontré dans ce modele expérimental.
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Conclusions et perspectives

L activité antagoniste de Pichia anémala souche K ou Candida oleophia souche O

appliquées a différentes concentrations a eté évaluée contre les pourritures de la couronne du

bananier.

Ces tests ont été effectués sur trois champignons séparément et en mélange pour

refléter le complexe.

De

1

cet essali, il ressort que:

les levures n’ont pas présenté le méme niveau de protection sur I’ensemble des
pathogénes testés. La gamme de concentration testée (106, 107, 1U8ufc/ml) ira pas
toujours été suffisante pour mettre en évidence des niveaux de protection
significativement différents entre les concentrations.

la souche O a offert la protection la plus efficace vis-a-vis du complexe (56%) et le
niveau de protection obtenu est comparable a ceux trouvés dans la littérature,

les niveaux de protection vis-a-vis du complexe ont été supérieurs a ceux obtenus
contre les pathogénes individuels. Il existerait donc des effets antagonistes entre les
trois parasites fongiques étudiés. Il est également possible que I’activité protectrice
des souches de levures ait eté stimulée lorsque celles-ci ont été appliquées contre le
complexe parasitaire,

la protection offerte par les souches de levures reste inférieure a une protection de
traitement fongicide.

Apres avoir évalué I’effet de la concentration et de la nature de la souche de levure sur

Tefficacité du traitement, I’influence du temps séparant I’application des levures de celle des

pathogenes a été mesurée.

Il est ressorti de cette deuxiéme expérience que:

1

la protection a été doublée lorsque la souche O a été appliqué 24 heures avant le
complexe par rapport a une application effectuée 15 minutes et 3 heures apres le
complexe.

la protection offerte par la souche O reste inférieure a une protection de traitement
fongicide.
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L effet de I'utilisation combinée de polybags et de la souche O a également été évalué.
Les résultats de cette expérience montrent que :

1. la combinaison des deux methodes a permis d’augmenter le niveau de protection par
rapport a la protection offerte par la souche O seule.

2. la protection offerte par la combinaison des deux méthodes reste cependant
intérieure a une protection de traitement fongicide.

L analyse générale des résultats obtenus durant les trois mois d’expériences a permis
d’établir une corrélation entre la sevérité de la maladie et le niveau de protection offert par la
souche O a 108ufc/ml. Lorsque les pourritures sont sévéres, le niveau de protection diminue.

L’ensemble de ces expeériences a permis de mettre en évidence que les deux souches
testées présentaient des efiets antagonistes contre le complexe parasitaire utilise.
L’antagonisme détecté n’a pas été suffisant pour supprimer les nécroses causees par le
complexe, mais il les a reduit sensiblement. La protection offerte reste limitée et variable et il
n’est pas envisageable de contrdler la maladie par le seul emploi des levures. Il faudrait donc
combiner cette alternative a d’autres méthodes de lutte afin de permettre un meilleur controle
des pourritures de couronne.

Vu la complexité et le nombre de pathogénes impliqués dans cette maladie, il serait
intéressant d’utiliser un mélange d’agents antagonistes afin d’agrandir le spectre de
pathogénes contre lesquels une activité protectrice existe. Cette alternative a déja été citée par
de nombreux auteurs (Cook, 1993; Krauss et Johanson, 2000 ; Janisiewicz et Korsten, 2002).
L utilisation d’une formulation de ces levures devrait également permettre de renforcer et de
stabiliser la protection (Jijakli et al, 2002).

L objectif a long terme est la réalisation d’essais en conditions réelles. Toutefois, avant
de procéder a ces essais, il faudrait poursuivre des tests en conditions contrélées en impliquant
un spectre plus large de pathogénes rencontrés partout dans le monde. Ces essais permettront
d’évaluer le potentiel réel de la souche O pour lutter contre les pourritures de couronne dans
d’autres situations que celles des Antilles francaises.
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I est probable que cette méthode de lutte biologique puisse étre valorisée en la
combinant a d’autres méthodes de lutte, d’autant plus que les infections naturelles sont moins
séveres que celles qui ont été provoquees artificiellement dans ce travail. Et méme si les
nécroses causées par le complexe parasitaire ne sont pas totalement éliminées, cette
alternative pourrait les réduire jusqu'a un niveau acceptable par les producteurs, les
consommateurs et les commerciaux qui sont de plus en plus confrontés aux probléemes causés
par la lutte chimique.
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Annexes



Annexe 1 : Droites de Henry des valeurs résiduelles

Annexe 1.1 : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour FESCC des bouquets inoculés avec
C. musae.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

-1 o 1
Valeur résiduelle

Annexe 1.2.: Droite de Henry des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés
avec C. musae.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est Surf)

Valeur résiduelle

Annexe 1.3. : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour ’lESCC des bouquets inoculés
avec F. moniliforme.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

Valeur résiduelle



Annexe 1.4. : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés
avec F. moniliforme

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est suf)

Valeur résiduelle

Annexe 1.5. : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour ’/ESCC des bouquets inoculés
avec Cephalosporium sp.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

| 1
-1 [ 1
Valeur résiduelle

Annexe 1.6. : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés
avec Cephalosporium sp.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est surf)

Valeur résiduelle



Annexe 1.7 : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour I'ESCC des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(laréponse est valeur)

H 1 "
-1 0 1

Vafeur résiduelle

Annexe 1.8 : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés
avec le complexe artificiel.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(larépense est surf)

Valeur résiduelle

Annexe 1.9 : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour ’'ESCC des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel en taisant varier le temps séparant Fapplication des pathogénes de celle
de la levure.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

£

1 0 1
Valeur résiduelle



Annexe 1.10 : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés
avec le complexe artificiel en taisant varier le temps séparant I’application des pathogenes de
celle de la levure.

Droite de Henry des valeurs résiduelles
(la réponse est surf)

Valeur résiduelle

Annexe 1.11 : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour I’'/ESCC des bouquets inoculés
avec le complexe artificiel en combinant I’emploi de la souche O a 10° ufc/ml a I'utilisation
de polybags de 50 [¢m.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

me
[E

———— é_____

Valeurrésiduelle

Annexe 1.12 : Droite de Henry des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés
avec le complexe artificiel en combinant I’emploi de la souche O a 10° ufc/ml a I’utilisation
de polybags de 50 jam.

Droite de Henry des valeurs résiduelles

(la réponse est surf)

Valeur résiduelle



Annexe 2 : Histogramme des vaieurs résiduelles

Annexe 2.1. jHistogramme des valeurs résiduelles pour ’lESCC des bouquets inoculés avec
C. musae.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

Valeur résiduelle

Annexe 2.2. jHistogramme des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés avec
C. musae.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est Sirf)

Valeur résiduelle

Annexe 2.3 : Histogramme des valeurs résiduelles pour ’lESCC des bouquets inoculés avec
F. moniliforme.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

Valeur résiduelle



Annexe 2.4 : Histogramme des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés avec
F. moniliforme

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est surf)

Valeur résiduelle

Annexe 2.5 : Histogramme des valeurs résiduelles pour ’ESCC des bouquets inoculés avec
Cephalosporium sp.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

Valeur résiduelle

Annexe 2.6 : Histogramme des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés avec
Cephalosporium sp.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

Valeur résiduelle



Annexe 2.7 : Histogramme des valeurs résiduelles pour I’'ESCC des bouquets inoculés avec le
complexe artificiel.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est surf)

Valeur résiduelle

Annexe 2.8 : Histogramme des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est surf)

Valeur résiduelle

Annexe 2.9 : Histogramme des valeurs residuelles pour I’'ESCC des bouquets inoculés avec le
complexe artificiel en faisant varier le temps séparant I’application des pathogénes de celle de
la levure.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est valeur)

Valeur résiduelle



Annexe 2.10 :Histogramme des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel en faisant varier le temps séparant fapplication des pathogenes de celle
de la levure.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est surf)

Annexe 2.11 : Histogramme des valeurs résiduelles pour I’lESCC des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel en combinant remploi de la souche O a 10° utc/ml a I'utilisation de
polybags de 50 pm.

Histogramme des valeurs résiduelles
(la réponse est valeur)

Valeurrésiduelle

Annexe 2.12 : Histogramme des valeurs résiduelles pour le PSCN des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel en combinant I’emploi de la souche O a 10" ufc/ml a I’utilisation de
polybags de 50 pm.

Histogramme des valeurs résiduelles

(la réponse est surf)
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Annexe 3 : Tableaux des analyses de la variance concernant rfISCX

Annexe 3.1 : Résultats de I’analyse de la variance pour ’'ESCC des bouquets inoculés avec
musae.

ANOVA: valeur versus Trait; rep; regime

Factor Type Levels Values

Trait fixed 7 K6 K7

07 08 T

rep random 6 1 2 3 4
regime (rep) random 5 1 2 3 4
Analysis of Variance for valeur

Source DF SS MS F P
Trait 6 14,7333 2,4556 1,62 0,176
rep 5 155,1286 31,0257 66,15 0,000
Trait*rep 30 45,4381 1,5146 3,93 0, 000
regime(rep) 24 11,2571 0,4690 1,22 0, 238
Error 144 55,5429 0,3857

Total 209 282,1000

Annexe 3.2 : Résultats de I’analyse de la variance pour ’ESCC des bouquets inoculés avec
moniliforme.

ANOVA: valeur versus Trait; rep; regime

Factor Type Levels Values

Trait fixed 7 K6 K7 K8 06 07 08 T
rep random 6 1 2 3 4 !
regime (rep) random 5 1 2 3 4 :
Analysis of Variance for valeur

Source DF SS MS F P
Trait 6 21,8952 3,6492 7,29 0,000
rep 5 144,0810 28,8162 44, 50 0, 000
Trait*rep 30 15,0190 0,5006 1,13 0,307
regime(rep) 24 15,5429 0,6476 1,46 0,089
Error 144 63,6571 0,4421

Total 209 260,1952



Annexe 3.3 : Résultats de I’analyse de la variance pour ’/ESCC des bouquets inoculés avec
Cephalosporium sp.

ANOVA : valeur en fonction de Trait; rep; regime

Facteur Type Niveaux Valeurs

Trait fxXQ 7 K6 K7 K8 06 07
1

rep aléatoire 6 1 2 3 4 5

regime(rep) aléatoire 5 1 2 3 4 5

Analyse de la variance pour valeur

Source DL SC CM F P
Trait 6 27,4476 4,5746 3,73 0,007
rep 5 52,1524 10,4305 18, 18 0, 000
Trait*rep 30 36,7810 1,2260 3, 35 0, 000
regime (rep) 24 13,7714 0,5738 1,57 0, 056
Erreur 144 52,6286 0,3655

Total 209 182,7810

Annexe 3.4 : Résultats de I’analyse de la variance pour ’'ESCC des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel.

ANOVA : valeur en fonction de Trait; rep; regime

Facteur Type Niveaux Valeurs

Trait fixe 7 K6 Kl K8 06 07 08
T

rep aléatoire 6 1 2 3 4 5 6

regime(rep) aléatoire 5 1 2 3 4 5

Analyse de la variance pour valeur

Source DL SC CM F P
Trait 6 52,1905 8,6984 13, 17 0, 000
rep 5 58,8238 11,7648 29, 41 0, 000
Trait*rep 30 19,8095 0,6603 1, 90 0, 007
regime (rep) 24 9,6000 0,4000 1,15 0,297
Erreur 144 50,0000 0,3472

Total 209 190,4238



Annexe 3.5 : Résultats de I’analyse de la variance pour I’lESCC des bouquets inoculés avec le
complexe artificiel en faisant varier le temps séparant I’application des pathogénes de celle de
la levure.

ANOVA : valeur en fonction de trait; rep; régime

Facteur Type Niveaux Valeurs

trait fixe 4 24H co-15 co-3 T

rep aléatoire 6 1 2 3 4 5 6
régime (rep) aléatoire 5 1 2 3 4 5
Analyse de la variance pour valeur

Source DL SC CM F P
trait 3 25,2917 8,4306 14, 95 0, 000

rep 5 38,7750 7,7550 20, 91 0, 000
trait*rep 15 8,4583 0,5639 1,89 0,039
régime(rep) 24 8,9000 0,3708 1,24 0,238
Erreur 72 21,5000 0,2986

Total 119 102,9250

Annexe 3.6 : Résultats de I’analyse de la variance pour I’'/ESCC des bouquets inoculés avec le
complexe artificiel en combinant I’emploi de la souche O a 10” utc/mt a Iutilisation de
polybags de 50 pm.

ANOVA : valeur en fonction de trait; rep; regime

Facteur Type Niveaux Valeurs

trait fixe 3 08 08P

rep aléatoire 6 1 2 3 4

regime(rep) aléatoire 10 1 2 3 4
T 8 9 10

Analyse de la variance pour valeur

Source DL SC CM F P
trait 2 49,0778 24,5389 10, 49 0,004
rep 5 14,8944 2,9789 4,33 0, 002
trait*rep 10 23,3889 2,3389 7,11 0,000
regime (rep) 54 37,1667 0,6883 2,09 0, 001
Erreur 108 35,5333 0,3290

Total 179 160,0611



Annexe 4 : Tableaux des analyses de ta variance concernant le PsiN

Annexe 4.1 : Résultats de I’analyse de la variance pour le PSCN des bouquets inoculés avec
C. musae.

ANOVA: Surfversus Trait; rep; regime

Factor Type Levels Values
Trait fixed 7 K6 K7

07 08
rep random 6 1 2 3 4
regime(rep) random 5 1 2 3 4
Analysis of Variance for Surf
Source DF SS MS F P
Trait 6 1,84792 0, 30799 9,11 0, 000
rep 5 6,42599 1, 28520 18, 21 0, 000
Trait*rep 30 1,01401 0, 03380 1, 02 0, 449
regime(rep) 24 1,69417 0, 07059 2,13 0, 003
Error 144 4,77504 0, 03316
Total 209 15,75713

Annexe 4.2 : Résultats de I’analyse de la variance pour le PSCN des bouquets inoculés avec
F. moniliforme.

ANOVA: surfversus Trait; rep; regime

Factor Type Levels Values

Trait fixed 7 K6 K7 K8 06 o7 08 T
rep random 6 1 2 3 4 5 6
regime(rep) random 5 1 2 3 4 5

Analysis of Variance for surf

Source DF SS MS F P
Trait 6 0,44740 0,07457 2,94 0, 022
rep 5 2,19524 0,43905 13,59 0, 000
Trait*rep 30 0,76207 0,02540 1,50 0, 060
regime(rep) 24 0,77535 0,03231 1,91 0, Oil
Error 144 2,43384 0,01690

Total 209 6,61390



Annexe 4.3 : Résultats de I’analyse de la variance pour le PSCN des bouquets inoculés avec
Cephalosporium sp.

ANOVA: surfversus Trait; rep; regime

Factor Type Levels Values
Trait fixed 7 K6 K7

07 08
rep fixed 6 1 2 3 4
regime(rep) random 5 1 2 3 4
Analysis of Variance for surf
Source DF SS MS F P
Trait 6 0,44740 0,07457 4,41 0,000
rep 5 2, 19524 0,43905 13, 59 0, 000
Trait*rep 30 0,76207 0,02540 1, 50 0,060
regime (rep) 24 0,77535 0,03231 1,91 0,011
Error 144 2,43384 0,01690
Total 209 6,61390

Annexe 4.4 : Résultats de I’analyse de la variance pour le PSCN des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel.

ANOVA : surf en fonction de Trait; rep; regime

Facteur Type Niveaux Valeurs

Trait fixe 7 K6 K7 K8 06
07 08 T

rep aléatoire 6 1 2 3 4 5 6

regime(rep) aléatoire 5 1 2 3 4 5

Analyse de la variance pour surf

Source DL SC CM F P

Trait 6 0,72347 0,12058 8,62 0,000

rep 5 0,54809 0,10962 2,20 0, 088

Trait*rep 30 0,41967 0,01399 0,70 0, 874

regime (rep) 24 1,19642 0,04985 2,49 0, 000

Erreur 144 2,88125 0,02001

Total 209 5,76890



Annexe 4.5 : Résultats de I’analyse de la variance pour le PSCN des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel en taisant varier le temps séparant Pappiication des pathogénes de celle
de la levure.

ANOVA : surf en fonction de Trait; rep; regime

Facteur Type Niveaux Valeurs

Trait fixe 4 0 3 15 24
rep aléatoire 6 1 2 3 4
regime(rep) aléatoire 5 1 2 3 4

Analyse de la variance pour surf

Source DL SC CM F P
Trait 3 4, 13941 1, 37980 17, 97 0,000
rep 5 0, 76923 0, 15385 2,35 0,072
Trait*rep 15 1, 15171 0, 07678 3,50 0,000
regime (rep) 24 1, 57443 0, 06560 2,99 0,000
Erreur 72 1, 58162 0, 02197

Total 119 9, 21640

Annexe 4.6 : Résultats de I’analyse de la variance pour le PSCN des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel en combinant I’emploi de la souche O & 10¢ ufc/ml & Putilisation de
polybags de 50 (j.m

ANOVA : surf en fonction de trait; rep; regime

Facteur Type Niveaux Valeurs

trait fixe 3 08 08P T

rep aléatoire 6 1 2 3 4 5 6

regime(rep) aléatoire 10 1 2 3 4 5 6
7 8 9 10

Analyse de la variance pour surf

Source DL SC CM F P
trait 2 6,55094 3,27547 50,76 0,000
rep 5 3,39466 0,67893 15,81 0, 000
trait*rep 10 0,64526 0,06453 2,80 0,004
regime (rep) 54 2,31888 0,04294 1,86 0,003
Erreur 108 2,49008 0,02306

Total 179 15,39982



Annexe 5 : Tableaux des tests de Newman et Keuis pour

Annexe 5.1 : Résultats du test de Newman et Kheuls pour I'ESCC des bouquets inoculés avec
F. moniliforme.

Groupe Nécrose-Movenne Effectif Traitement
A 2.133 30 O* 107UFC/ml
A 2.167 30 K* 107 UFC/ml
A 2.167 30 0* 108UFC/ml
A 2.3 30 K* 108UFC/ml
B 2.733 30 O* 106UFC/ml
B 2.767 30 Témoin non traité
B 2.967 30 K* 106 UFC/mI

Annexe 5.2 : Résultats du test de Newman ¢t Kheuls pour IFESCC des bouquets inoculés avec
Cephalosporium sp.

Groupe Nécrose-Movenne Effectif Traitement
A 1.433 30 K* 107 UFC/ml
A 1.767 30 K*106 UFC/ml
A 1.800 30 K* 108 UFC/ml
A 1.833 30 O* 107UFC/ml
A 1.867 30 O* 108UFC/ml
A 2.067 30 O* 106UFC/ml

B 2.700 30 Témoin non traité


http://www.rapport-gratuit.com/

Annexe 5.3 : Résultats du test de Newman et Kheuls pour FESCC des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel.

Groupe Nécrose-M oyenne Effectif Traitement
3.533 30 Témoin non traité
B 2.533 30 K* 107 UFC/ml
B 2.800 30 K*106 UFC/ml
B 2.966 30 O* 107UFC/ml
B 3.066 30 O* 106UFC/ml
C 2.033 30 O* 108UFC/ml
C 2.100 30 K* 108UFC/ml

Annexe 5.4 : : Résultats du test de Newman et Kheuls pour ’lESCC des bouquets inoculés
avec le complexe artificiel en taisant varier le temps séparant I'application des pathogénes de
celle de la levure.

Groupe Nécrose-Movenne Effectif Traitement
A 3.433 30 Témoin non traité
B 3.000 30 inoculation 3H
B 2.600 30 inoculation 15’
C 2.133 90 Lev-24H-Complexe

Annexe 5.5 : Résultats du test de Newman et Kheuls pour I’/ESCC des bouquets inoculés avec
le complexe artificiel en combinant Femploi de la souche O a 108 ufc/ml a I'utilisation de
polybags de 50 pm.

Groupe Nécrose-Movenne Effectif Traitement
A 2.566 60 Teémoin non traité
B 2.300 60 Levure O a 10aufc/ml
C 1.350 60 Levure O a 108ufc/ml

+ polybag 50 um



Annexe 6 : labieaux des tests de Newman et Keuis pour rk S n

Annexe 6.1 : Résultats du test de Newman et Kheuls pour Le PSCN des bouquets inoculés
avec C. musae.

Groupe Nécrose-Movenne 1 Effectif Traitement
A 67,013 % 30 Témoin non traité
B 44,17% 30 K* 108 UFC/ml
B 40,857 % 30 K*106 UFC/ml
B 40,583 % 30 O* 107UFC/mi
B 40,307 % 30 K* 107 UFC/ml
B 39,043 % 30 O* 108UFC/ml
B 38,747 % 30 O* 106UFC/ml

Annexe 6.2 : Résultats du test de Newman et Kheuls pour le PSCN des bouquets inoculés
avec F. moniliforme.

Groupe Nécrose-Movenne Effectif Traitement
A 23,153 % 30 K*106 UFC/ml
A 23,127 % 30 Temoin non traité
A 21,007% 30 O* 106UFC/ml
A 15,827% 30 O* 107UFC/ml
A 13,430 % 30 K* 108 UFC/ml
A 12,430 % 30 K* 107 UFC/ml
A 12,170 % 30 0* 10sUFC/ml



Annexe 6.3 : Résultats du test de Newman et Kheuls pour le PSCN des bouquets inoculés
avec le complexe artificiel.

Groupe Nécrose-Movenne Effectif Traitement
A 39,273 % 30 Témoin non traité
B 30,173 % 30 O* 107UFC/ml
B 28,543 % 30 K* 107 UFC/ml
B 27,817% 30 O* 106UFC/mI
B 27,600 % 30 K* 108 UFC/mI
B 27,283 % 30 K*106 UFC/mI
C 17,557 % 30 0*10s UFC/ml

Annexe 6.4 : Résultats du test de Newman et Kheuls pour le PSCN des bouquets inoculés
avec le complexe artificiel en taisant varier le temps séparant Papplication des pathogénes de
celle de la levure.

Groupe Nécrose-Movenne Effectif Traitement
A 89,373 % 30 Témoin non traité
71,443 % 30 O* 108UFC/ml- 3H
67,520 % 30 0*108UFC/ml- 15’

c 37,673 % 30 O* 108 UFC/ml- 24 H



Annexe 6.5. : Reésultats du test de Newman et Kheuls pour le PSCN des bouquets inoculés
avec le complexe artificiel en combinant remploi de la souche O a 108 uic/ml a (utilisation
de polybags de 50 jim.

Groupe Nécrose-Movenne Effectif Traitement
A 76,473 60 i émoin non traité
B 44,348 60 O* 104 UFC/ml

C 31,022 60 O* 104 UFC/ml+poly



Annexe 7.1 : Pourcentages de protection, par rapport au témoin, obtenus pour les différents
pathogenes et pour le complexe. Ces pourcentages sont donnés (pour chaque pathogene) par
répétition et par traitement. La moyenne du pourcentage de protection ainsi que I’écart type
par traitement pour Pensemble des 6 répétitions sont aussi renseignés. Les données K6, K7,

Annexe 7 : Ponrcentages de protection

K8 correspondent aux traitements effectués par la souche K aux concentrations respectives de
106 107et 108ufc/ml. Les données 06, 07, 08 correspondent aux traitements effectués par la

souche O aux concentrations respectives de 105’ 10" et 10" ufc/ml.

C.musae
repl
rep2
rep3
rep4
rep5
rep6

moyenne

Ecart-type

F. moniliforme
repl
rep2
rep3
rep4
rep5
rep6

moyenne
Ecart-type

Cephalosporiim

repl

rep2

rep3

repd

rep5

rep6
moyenne
Ecart-type

Complexe
repl
rep2
rep3
rep4
rep5
rep6

moyenne

Ecart-type

Témoin
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%

0/000)

Témoin
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%

0,000

Témoin
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%

0,000

Témoin
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%

0,000

Fongicide
100%
98%
100%
100%
100%
100%
100%
0,006

Fongicide
100%
98%
93%
100%
100%
100%
98%
0,027

Fongicide
93%
90%
97%
100%
100%
100%
96%
0,041

Fongicide
99%
100%
100%
97%
100%
100%
99%
0,011

K6
48%
19%
53%
55%
40%
32%
43%
0,139

K6
42%
-6%
69%
-62%
-17%
32%

5%
0,473

K6
41%
73%
34%
-26%
61%
39%
37%

0,342

K6
6%
31%
52%
35%
29%
23%
31%
0,149

K7
47%
24%
58%
50%
31%
36%
42%

0,130

K7
51%
27%
42%
47%
62%
55%
46%

0,120

K7
73%
-30%
53%
58%
51%
55%
41%
0,368

K7
-16%
37%
41%
39%
26%
25%
25%
0,211

K8
27%
24%
27%
54%
48%
36%
36%

0,125

K8
11%
70%
35%
67%

-10%
65%
40%
0,336

K8
60%
37%
25%
40%
82%
55%
50%

0,201

K8
-10%
27%
38%
70%
26%
23%
29%
0,258

06
49%
33%
40%
-3%
59%
24%
34%

0,219

06
43%
-1%
19%
43%

-19%
28%
19%

0,233

06

4%
37%
32%
-2%
37%
47%
26%
0,197

06
14%
32%
32%
40%
25%
30%
29%

0,088

07
52%
29%
18%
55%
49%
51%
42%

0,149

07
25%
33%
43%
46%
24%
24%
33%

0,089

07
25%
50%
-19%
55%
10%
46%
28%

0,288

07
24%
-11%
54%
34%
23%
24%
25%
0,212

08
48%
21%
17%
78%
57%
56%
46%

0,233

08
49%
27%
63%
23%
71%
57%
48%

0,197

08
68%
72%
-69%
75%
84%
84%
52%

0,600

08
59%
51%
57%
57%
54%
55%
56%

0,026



Annexe 7.2 : Pourcentages de protection, par rapport au témoin, par répétition pour les
différents temps séparant I’application de la levure de celle du pathogéne. Les moyennes et
écarts types pour les 6 répétitions de chaque traitement sont renseignés.

24 h : les levures ont été appliquées 24 heures avant le complexe artificiel.

15 min : les levures ont été appliquées 15 minutes apres le complexe artificiel.

3 h : les levures ont été appliquées 3 heures aprées le complexe artificiel.

Temps Témoin Fongicide 15 min. 3H 24 H
rep 1 0% 95% 25% 33% 33%
rep2 0% 90% 30% 7% 30%
rep3 0% 100% 28% 32% 2%
rep4 0% 100% 47% 23% 71%
rep5 0% 93% 11% 9% 71%
rep6 0% 94% 11% 18% 63%

Moyenne 0% 95% 25% 20% 57%

Ecart-type 0,0000 0,0385 0,1343 0,1087 0,1969

Annexe 7.3 : Pourcentages de protection, par rapport au témoin, par répétition pour les

différentes modalités de I’essai concernant la combinaison de la souche O a I'utilisation de

polybags. Les moyennes et écarts types pour les 6 répétitions de chaque traitement sont

renseignés.

» 08 correspond au traitement seul avec la souche O a 108 ufc/ml.

» 08+Poly correspond au traitement combiné de la souche O a 108ufc/ml avec un polybag
de 50 fam.

Polybags Témoin Fongicide 08 08+Poly
rep 1 0% 99% 29% 73%
rep 2 0% 99% 18% 65%
rep 3 0% 100% 42% 50%
rep 4 0% 98% 36% 43%
rep 5 0% 100% 56% 65%
rep 6 0% 100% 63% 72%
Moyenne 0 99% 41% 61%

Ecart-type 0,0000 0,0074 0,1665 0,1216



