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Chapitre 1 : introduction

La banane de type “dessert” est le troisitme fruit mondial de par son volume de
production derriére les agrumes et les raisins. En 1997 la production mondiale était de 59 Mt, en
progression constante selon les sources de la FAO (Loeillet, 1998). L.’Inde (9.3 Mt), le Brésil (5.8
Mt) et ’Equateur (5.7 Mt) sont les trois premiers producteurs mondiaux, et si pour I’Inde et le
Brésil la majorité de la production est consommée en interne, il en va autrement pour I’Equateur
qui exporte la majorité de sa production (Loeillet, 1998). La banane fait d’ailleurs I’objet d’un
commerce international important puisque 14 Mt de tonnes ont été exportées en 1997, ce qui la
place au deuxiéme rang des exportations mondiales de fruits apres les agrumes (Loeillet, 1998).
Pour un grand nombre de pays la culture de la banane pour I’exportation est une source de
devises importante (Equateur, Costa Rica, Colombie, Philippines, Honduras, Panama, Guatemala,
Mexique, Cote d’ivoire, Cameroun), tandis que pour un certain nombre de régions européennes
ultra-périphériques elle joue un réle majeur dans un tissu économique fortement touché par le
chomage (Martinique, Guadeloupe, iles Canaries, Madere). Dans un contexte de concurrence
économique internationale tendu, I’acceés des bananes produites aux Antilles frangaises sur le
marché européen est un compromis entre deux systemes qui s’opposent : 1’Organisation
Communautaire du Marché de la banane (OCM) qui garantit un cours de vente minimum aux
producteurs de la communauté par un systéme de montants compensatoires ; 1’Organisation
Mondiale du Commerce (OMC) qui voudrait imposer un libre échange de toutes les marchandises
sans intervention des états, au détriment de la production communautaire pénalisée par des cofits
de production élevés.

Les lieux de production sont souvent €loignés des lieux de consommation, et ce n’est
qu’apres un transport maritime que les fruits pourront étre commercialisés. Contrairement aux
oranges et aux pommes, les bananes ont une activit¢ métabolique importante (Stover &
Simmonds, 1987). Par conséquent, un certain nombre d’accidents, préjudiciables pour la qualité,
peuvent se produire entre la récolte des fruits, encore verts, et leur commercialisation & un stade
tournant. Aux Antilles francaises, les principaux défauts de qualité des fruits sont liés au
développement important de lésions d’anthracnose, provoquées par Colletotrichum musae, ce qui
leur confére une mauvaise image de marque. Dans la majorité des cas, ce sont les producteurs qui
sont directement pénalisés par une réduction du prix de vente, voire dans certains cas par
I’impossibilité de commercialiser les fruits. Enfin, I’importation et la commercialisation des fruits
sont trés structurées au sein de la grande distribution qui impose des normes de qualité et écarte

ou pénalise tous les producteurs qui ne se conforment pas & ces normes.
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Le travail que nous avons mené a €té réalisé dans le cadre du programme d’amélioration
de la qualité des bananes d’exportation aux Antilles frangaises, conduit par le CIRAD-FLHOR
en Guadeloupe. Les activités de ce programme sont essentiellement orientées vers 1I’amélioration
de la lutte contre I’anthracnose des bananes. Ce programme a €té mis en place en réponse a une
forte demande des professionnels et bénéficie de financements dans le cadre du Contrat de Plan
Etat-Région associant ' ODEADOM, la Région Guadeloupe, les groupements de producteurs de
bananes Guadeloupéens et la C.E.E. au titre du FEOGA.
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1. Le bananier et sa culture

Nous présentons ici certains aspects de la biologie de la plante et de sa culture ayant un

rapport avec le développement de la maladie.
. 1. Aspects botaniques
1.1. Quelques éléments de taxonomie

Tous les bananiers appartiennent a la famille des Musaceae dans I’ordre des Scitaminales.
Cette famille comprend deux genres, Musa et Ensete (Stover & Simmonds, 1987). Les bananiers
cultivés sont presque exclusivement des descendants de deux especes sauvages diploides
M.acuminata Colla et M.balbisiana Colla, par réarrangements des génomes de ces deux espéces
et augmentation du niveau de ploidie (figure 1). Les bananiers sont souvent distingués en fonction
de la qualité de leurs fruits et sont dits de type ‘dessert’ pour les variétés riches en sucres ou ‘a
cuire’ pour les varié€tés riches en amidon. On retrouve des type ‘dessert’ parmi tous les grands
groupes de bananiers, mais ceux qui sont utilisés pour la culture d’exportation sont principalement
des triploides de I’espece M.acuminata (AAA) appartenant au sous-groupe des ‘Cavendish’. Les
bananiers a cuire sont surtout des hybrides triploides avec deux génomes ‘acuminata’ et un

génome ‘balbisiana’ (AAB), a I’instar des bananiers plantains (tableau 1).
1.2. Morphologie de la plante

Cette description concerne surtout les bananiers utilisés pour ’exportation, du sous-

groupe ‘Cavendish’.
1.2.1 Description de ’appareil végétatif

Le bananier est une herbe géante dont la tige vraie est souterraine constituant un rhizome,
encore appelé bulbe ou souche, qui émet des feuilles selon plusieurs hélices. Les gaines foliaires,
trés développées et fortement imbriquées, forment un pseudo-tronc de 2 a 5 meétres de haut
(figure 2). Les nouvelles feuilles émises se déroulent au sommet du pseudo-tronc et sont donc de
plus en plus agées du sommet vers la base. Par convention, elles sont numérotées de la plus jeune
a la plus agée, donc du haut vers le bas. Le limbe foliaire forme un angle avec le pseudo-tronc qui
est variable avec I’dge de la feuille ; sa taille est grande et les feuilles ont une surface variant de
1.6 a2 m?, ce qui confére une surface foliaire importante a la plante au moment de la floraison,

variant de 17 a 25 m® (Stover & Simmonds, 1987). Cette surface foliaire constitue un écran
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Figure 1. Schéma de domestication des bananiers (Jenny et al., 1999)
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Tableau 1. Classification et répartition géographique des principaux bananiers cultivés (Bakry

etal., 1997)

Sous-groupe

Cultivars

Type de fruit

Distribution

Groupe AA
e Sucrier

Pisang Mas, Frayssinette
Figue sucrée

dessert sucré

tous continents

e Pisang Lilin - dessert Indonésie, Malaisie

e Pisang Berangan =~ = ----- dessert Indonésie, Malaisie

elLakatan @ e dessert Philippines

Groupe AAA

o Cavendish Lacatan, Poyo, Williams dessert pays exportateurs
Grande Naine, Petite Naine

o Gros Michel Gros Michel, Highgate, Cocos dessert tous continents

o Figue Rose Figue Rose rose, Figue Rose verte dessert Philippines,

Pacifique, Antilles

e Lujugira Intundu, Mujuba a biére, a cuire Afrique de I’Est

o Ibota Yangambi km 5 dessert Indonésie, Afrique

Groupe AB

o Ney Poovan Safet Velchi, Sukari dessert acide Inde, Afrique de I’Est

Groupe AAB

e Figue Pomme Maga, Silk dessert acide tous continents

e Pome Prata dessert acide Inde, Malaisie,
Australie, Brésil,
Afrique de I’Ouest

e Mysore Pisang Ceylan dessert acide Inde

o Pisang Kelat Pisang Kelat dessert Inde, Malaisie

o Pisang Rajah Pisang Rajah Bulu a cuire Malaisie, Indonésie

¢ Plantains French, Corne, Faux Corne a cuire Afrique du Centre et
de I’Ouest, Caraibe,
Amérique latine

e Popoulou Popoulou a cuire Pacifique

e Laknao Laknao a cuire Philippines

¢ Pisang Nangka Pisang Nangka a cuire Malaisie

Groupe ABB

e Bluggoe Bluggoe, Matavia, Poteau, a cuire Philippines, Caraibe,

Cacambou Amérique latine

o Pelipita Pelipita a cuire Philippines,
Amérique latine

e Pisang Awak Fougamou dessert Thailande, Inde,
Philippines,
Afrique de I’Est

ePeyan - a cuire Philippines,
Thailande

e Saba Saba a cuire Philippines,
Indonésie, Malaisie

Groupe AAA Champa Nasik dessert 000000 -




Figure 2. Schéma de I’organisation du bananier (Champion, 1963)
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important vis-a-vis de la pluie dont le ruissellement est canalis¢ par les limbes. Les feuilles ont une
durée de vie qui varie entre 70 et plus de 200 jours. Puis le pétiole se plie, la feuille pend le long

du pseudo-tronc et devient progressivement sénescente (Stover & Stmmonds, 1987).

1.2.2. Description de Uinflorescence

L inflorescence du bananier, appelée régime, est une grappe complexe composée d’une
hampe robuste de 1 4 1.5 m de long sur laquelle des grappes de fleurs, appelées les mains, sont
arrangées selon trois hélices. Les mains prennent naissance a I’aisselle de bractées déhiscentes de
couleur pourpre sur un renflement appelé le coussinet. Elles sont constituées de 10 & 30 fleurs
réparties sur deux rangées. A la base de la hampe, il y a une ou deux bractée a Iaisselle desquelles
iln’y a pas de fleurs (figure 3). La premiére bractée (supéricure) est une feuille de taille réduite,
tandis que la seconde (inférieure) ressemble plus a une spathe et se desseéche trésrapidement aprés
la floraison.

L’ inflorescence du bananier est indéfinie. Elle est d’abord composée de 6 4 14 mains de
fleurs femelles, puis les suivantes sont constituées par des fleurs méiles. Avant ’anthése, les
bractées sont regroupées et constituent un bourgeon dit bourgeon mdle (ou popote) lorsque
toutes les fleurs femelles ont €té dégagées (figure 3).

Que les fleurs sotent méles ou femelles, elles sont constituées d un périanthe zygomorphe
composé de trois tépales abaxiaux soudés et d’un tépale adaxial libre. L’androcée est constitué
de 5 étamines qui peuvent €tre réduites a des staminodes (Stover & Simmonds, 1987). L’ovaire
est infére et comprend trois loges carpellaires a I’intérieur desquelles 2 rangées d’ovules sont
insérées sur un placenta axillaire. Il est prolongé par un style persistant qui sécréte un nectar
sucré. Les fleurs femelles, aussi appelées doigts, ont un ovaire développé et des étamines réduites
a des staminodes. Par contre, les fleurs méles ont un ovaire atrophié et des étamines développées

qui ne produisent généralement pas de pollen (Stover & Simmonds, 1987).

1.3. Chronologie du développement de inflorescence et croissance des fruits

Apres avoir émis une trentaine de feuilles, le méristéme apical se différencie en méristéme
tloral. La tige vraie s’allonge a I'intérieur du pseudo-trone, et I’'émergence de I'inflorescence au
sommet du bouquet foliaire correspond au premier stade de floraison. La hampe florale s’allonge
et se recourbe vers le bas, tandis que les bractées, tout d’abord serrées, se soulévent et tombent
en dégageant successivement les différentes mains du régime (figure 3). Les fleurs méles tombent
au fur et a mesure qu’elles sont dégagées.

Les mains femelles sont orientés vers le bas a I’anthése, puis se recourbent

progressivement vers le haut (figure 3). Toutes les mains femelles sont dégagées et leurs bractées
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tombées, 10 a 15 jours apres la sortie de I’inflorescence. Les fleurs femelles sont alors en position
horizontale, ce qui correspond au stade de floraison dit : ‘doigts horizontaux’. Le périanthe,
I’androcée et le style, qui constituent I’ensemble des pieces florales, connaissent un processus de
dégénérescence rapide a partir de I’anthése. Ils sont complétement secs au bout de deux semaines
et restent indéhiscents (figure 4). Les bananes sont des fruits parthénocarpiques vrais : les ovules
avortent mais les carpelles grossissent progressivement jusqu’a la récolte, en I’absence de toute
fécondation.

2. Aspects agronomiques

Les pratiques culturales peuvent étre trés différentes en fonction des zones de production
et des systémes de culture. Nous nous limiterons ici a présenter certains aspects de la culture du

bananier dans les conditions des Antilles frangaises.
2.1. Les principaux itinéraires techniques de la floraison a la récolte

Deés I’émergence de I’inflorescence, une premiére opération consiste a couper les feuilles
qui pourraient géner la sortie du régime ou l’abimer par frottements. Au stade ‘doigts
horizontaux’, les régimes de bananes sont recouverts d’une gaine plastique qui permet d’accélérer
la croissance des fruits (Berril, 1956 ; Ganry, 1975) et de les protéger contre les attaques de thrips
(Lachenaud, 1972). A ce stade, les régimes sont marqués par une couleur spécifique, ce qui
permet de prévoir la date de récolte des fruits. En effet, les fruits sont récoltés lorsqu’ils sont 3/4
pleins et qu’ils ont atteint un calibre de 34 mm en moyenne : ils sont alors encore verts et durs.
En Guadeloupe, ce stade de récolte intervient entre 70 et plus de 100 jours apres le stade ‘doigts
horizontaux’. Cet intervalle de temps qui s’appelle I’intervalle fleur-coupe (IFC) est soumis a une
loi d’action de la température. Il est donc possible de prévoir la récolte a partir de la date de
floraison et de I’utilisation des données météorologiques (Ganry, 1978). Aprés la récolte, le pied-
mere meurt, il est coupé et un rejeton successeur prend le relais en initiant un nouveau cycle de

culture. La sélection de ce successeur par élimination des autres rejets s’appelle I’oeilletonnage.
2.2. De la récolte a la station de conditionnement

Les différentes étapes de la récolte et de I’emballage sont illustrées sur la figure 5. A la
récolte, la hampe est coupée a la base et les régimes sont transportés a la station de
conditionnement, ou ils sont suspendus sur une penderie. Les pieces florales sont éliminées
manuellement, puis les différentes mains du régime sont séparées de la hampe (dépattage) et

plongées dans un bac d’eau pour permettre I’écoulement du latex. Ce latex est floculé par des



Figure 3. Chronologie du développement de I’inflorescence du bananier
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Figure 4. Evolution des pi¢ces florales au cours des 30 premiers jours de I’anthese
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Figure 5. Différentes étapes du conditionnement des bananes pour I’exportation
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agents acidifiants comme le sulfate d’aluminium. Dans le bac, les mains sont découpées en
bouquets de 5 a 8 doigts reliés entre eux par une ‘couronne’ constituée par le coussinet et un
fragment de la hampe. Un tri est effectué a cette étape pour éliminer les fruits mal formés ou
blessés. Les fruits sont ensuite traités avec un fongicide avant d’é€tre emballés dans des cartons
a lintérieur desquels ils sont empilés soigneusement selon un arrangement bien précis. Les
bananes sont regroupées selon leur taille et leur calibre pour composer des cartons homogenes

correspondant a une norme de qualité donnée.
2.3. Le transport et la mise en marché des fruits

Les cartons de bananes sont disposés dans des containers qui seront chargés sur des
bateaux puis connectés a une prise de froid afin d’amener la température des fruits le plus
rapidement possible & 13°C et ralentir ainsi leur activité métabolique. Le transport maritime des
fruits vers leur destination finale dure entre § et 12 jours et se fait principalement a destination de
la France hexagonale. Dés leur arrivée, les containers sont transportés vers des miirisseries ou ils
pourront étre conservés quelques jours. La banane est un fruit climactérique dont le processus de
maturation est initi€ par une crise respiratoire et une synthése endogéne d’éthyléne. L’intervalle
de temps qui sépare la récolte de la crise respiratoire est aussi appelé durée de vie verte (DVV).
La maturation des bananes peut étre déclenchée artificiellement par de I’éthyléne, généralement
pendant 24 h, & une dose de 1000 pl/l et & une température de 14-18°C (Marriott & Palmer,

1980). Les fruits sont ensuite mis en marché au stade jaune-vert.

II. L’anthracnose du bananier : I’agent pathogéne, le cycle infectieux et les

moyens de lutte actuels. Synthése bibliographique.

Cette partie du chapitre a pour objectif de faire une synthése bibliographique sur les divers
aspects de la biologie de Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) Arx, agent de I’anthracnose des
bananes. Cette synthese a été enrichie, selon les opportunités, d’exemples empruntés a d’autres
especes de Colletotrichum, notamment C. gloeosporioides agent d’anthracnose sur d’autres fruits
tropicaux (mangue, avocat, papaye). En effet, il existe beaucoup de similitudes entre ces différents
modeles et plusieurs revues bibliographiques ou travaux englobent ces différents pathosystémes
pour des aspects concernant autant la taxonomie (Hodson ef al., 1993 ; Alahakoon et al., 1994a
; Hayden et al., 1994), que les processus infectieux (Simmonds, 1941 ; Swinburne, 1983 ; Coates
& Gowanlock, 1994 ; Prusky, 1996), la lutte (Eckert & Ogawa, 1985), ou encore les différents
aspects de la biologie des interactions hdte-pathogene (Jefiries ef al., 1990 ; Bailey & Jeger,
1992).
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1. Colletotrichum musae, I’agent responsable de I’anthracnose du bananier
1.1. Eléments de taxonomie

Le genre Colletotrichum regroupe les champignons imparfaits cloisonnés
(Deutéromycetes) appartenant a I’ordre des Mélanconiales (conidies produites dans des acervules)
dont les conidies sont unicellulaires, elliptiques ou falciformes, hyalines, sans appendices et
produites apicalement sur les conidiophores, dans une gelée sporifére de couleur saumon a orange
(von Arx, 1981). Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) Arx est 1’agent responsable de
I’anthracnose des bananes. Ce champignon a d’abord été décrit sous le nom de Myxosporium
musae Berk. & Curt, en 1874 (Berkeley, 1874). Puis, le nom de Gloeosporium musarum Cke.
& Mass. a été employe¢ (Cooke, 1887) et le plus fréquemment utilisé jusqu’a la révision du genre
Colletotrichum par von Arx (1957) qui I’a considérablement simplifié et n’a plus retenu que 11
taxons sur plus de 700. En particulier, la présence de soies (setae) dans les acervules, critére qui
permettait de séparer les genres Colletotrichum et Gloeosporium, n’a pas été retenue par ce
taxonomiste, d’autant que ce caractére n’est pas toujours stable et serait dépendant des conditions
environnementales (Sutton, 1992). C. musae est considérée comme étant une espéce proche de
C. gloeosporioides, pour ses caractéres morphologiques, mais spécifique du genre Musa (von
Arx, 1981). Toutefois, la taxonomie de ce genre est particulierement complexe et pour mieux s’en
rendre compte il convient de se reporter a la récente revue de Sutton (1992) qui fait fortement
resurgir le manque d’unanimité au sein de la communauté scientifique quant aux différents taxons
de ce genre. Cette situation résulte principalement du fait que la dénomination a souvent été
accordée en fonction de I’hdte sur lequel la souche de Colletotrichum a été isolée, alors que
certaines especes sont trés polyphages ; ainsi que sur des critéres morphologiques qui sont
souvent trés variables au sein d’un méme taxon et plus particulieérement au sein de I’espéce C.
gloeosporioides (Lourd, 1982).

Il y a peu de références a Glomerella musarum Petch, la forme parfaite (ascomycéte)
associée a C. musae. Une forme parfaite a souvent été observée sur les organes sénescents de
bananier, notamment sur les bractées, mais aussi a partir des pourritures de la couronne (Kaiser
& Lukezic, 1966). Seule une partie de ces souches de Glomerella était capable de former des
1ésions sur les couronnes des fruits, toutefois ces auteurs n’ont pas tenté de reproduire des lésions
typiques d’anthracnose sur les fruits. Par ailleurs, en Australie, les isolats produisant des
périthéces n’ont pas manifesté de pouvoir pathogene (Simmonds & Mitchell, 1940), tandis que
(Nakamura ef al., 1991) ont isol¢ une forme parfaite peu pathogene sur bananier qu’ils associent
a G. cingulata. 11 semblerait, en fait, que les confusions soient nombreuses avec G. cingulata
(Stonem.) Spauld. and von Schrenk., la forme parfaite associée a C. gloesosporioides. D’ailleurs,

Glomerella musarum n’est cité par aucun des deux ouvrages spécialisés sur les maladies des
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{Deutéromycétes) appartenant I’ ordre des Mélanconiales (conidies produites dans desacervules)
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Glomerella musarum n’est cité par aucun des deux ouvrages spécialisés sur les maladies des
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bananiers et plantains (Wardlaw, 1972 ; Stover, 1972), et Stover (1972) reconnait qu’il faudrait
préciser le role des isolats de G. cingulata isolés sur bananier. Selon Baxter et al. (1983), il
n’existe pas de forme parfaite pouvant €tre associée avec certitude au C. musae. Plus récemment,
Rodriguez & Owen (1992) ont obtenu la formation de périthéces en culture pure, a partir d’isolats
de C. musae repiqués sur des fragments de feuilles d’oeillet maintenus sur un milieu gélosé a
23°C, en lumiére continue. A partir de leurs travaux, ces auteurs considérent que ce champignon

est hétérothallique, et ils ont identifié 4 groupes de compatibilité sexuelle.

1.1.1. Morphotaxonomie

Un certain nombre d’études sur la variabilité des Colletotrichum isolés de fragments de
bananiers ont été entreprises. Il est souvent difficile de comparer ces travaux qui ont ét€¢ menés
dans des conditions de culture différentes, a partir d’isolats provenant de différents organes du
bananier, et pour lesquels le pouvoir pathogéne n’a pas toujours été caractérisé. Une synthese de
ces différents travaux est présentée dans le tableau 2.

En dépit de la diversité des conditions d’étude, certaines tendances se dégagent de ces
différents travaux, notamment ceux conduits par Ashby (1931) et Simmonds & Mitchell (1940).
Les isolats les plus fréquents ont un mycélium peu développé et se caractérisent par une
abondante sporulation qui confére a la culture un aspect orange. Ces isolats sont toujours
fortement pathogénes, comme le signalent aussi Kaiser & Lukezic (1966). Toutefois, les isolats
pathogénes n’ont pas toujours ce morphotype. Ces isolats sont aussi souvent signalés comme
ayant une croissance mycélienne rapide et ils correspondent a la description de C. musae définie
par différents auteurs (Sutton & Waterston, 1970 ; Sutton, 1992) :

* Colonies avec un mycélium ras ou cotonneux, blanc, devenant gris avec I’dge. La couleur des
cultures est souvent ocre a orangée, en fonction de I’importance de la sporulation. Les
spores sont produites dans des masses sporiferes, de couleur saumonée, qui sont
nombreuses et réparties sur toute la culture. Des structures stromatiques noires, sont aussi
souvent présentes et réparties sur toute la culture. Absence de setae. La croissance
mycélienne de C. musae est plus rapide que celle de C. gloeosporioides (von Arx, 1957
; Muller, 1962 ; Baxter et al., 1983). Baxter et al. (1983) considérent que les caractéres
les plus distinctifs de C. musae sont une croissance mycélienne rapide, une sporulation
abondante et un mycélium peu dense.

* Les conidies sont unicellulaires, hyalines, ovales a elliptiques. Leur contenu est granuleux, mais
’on observe un point non granuleux au centre de la conidie, souvent accolé a ’'une des
deux parois de la spore (figure 6). Cette zone est colorée par le bleu trypan. Les
dimensions moyennes rapportées par divers auteurs (Agati, 1922 ; Ashby, 1931 ;
Simmonds & Mitchell, 1940 ; Quimio, 1976 ; Baxter et al., 1983) sont variables mais



Tableau 2. Données bibliographiques sur certaines caractéristiques culturales et pathogéniques de différents Colletotrichum sp isolés de bananier

Ashby (1931) Simmonds & Mitchell Kaiser & Lukezic (1966) Quimio (1976) Yang & Chuang (1991) Wijesundera (1994)
(1940)
pays Trinidad, Ceylan, Inde Australie Honduras Philippines Taiwan Ceylan
organes source pédoncules, fruits. feuilles pédoncules. fruits, couronnes, fruits, feuilles. |ésions sur fruits (nature?) lésions sur fruits lésions

nombre d’isolats
étudiés

conditions de
culture

nombre de
morphotypes

description

forme parfaite

pouvoir
pathogéne

35

1.66% mycélium aérien peu
developpé. Nombreuses
acervules réparties sur toute
la culture

2. 22%. Séquence allant vers
un mycélium de plus en plus
fourni et une sporulation de
moins en moins importante
3. 12%. Présence de
périthéces. Mycélium fourni
et gris-blanc. Faible
sporulation

présente dans le groupe 3
non présenté

(isolats du groupe 3 seraient
moins pathogénes)

feuilles

500-600

PDA, Dox Agar, Malt
Agar. avoine agar

3

A. Le plus commun :
correspond au groupe |
de Ashby.

B. Mycélium trés ras et
acervules tres
nombreuses sur toute la
surface du milieu.

C. Mycélium abondant
et gris. Faible
sporulation. Croissance
lente

rare (non décrite)
tous les isolats

produisent des 1ésions
sur les pédoncules

bractées

127/conidies
19/ascospores

PDA

1. 23% des isolats
conidiens. Type orange.
Mycélium aérien blanc.
sporulation abondante.
2. 35% des isolats
conidiens. Type orange-

noir. Sporulation abondante.

3. 42% des isolats
conidiens. Type gris-noir.
Faible sporulation

18 de type 3 ; 1 de type 2

sur couronnes: type 1: 100%

type 2: 63%
type 3: 46%

10 (issus de 4 clones)

milieu de Cook et de Czapeck,
30°C. Lumiére variable

non décrits

Des différences
morphologiques sont signalées
quant a la croissance
mycélienne (un isolat a une
croissance trés faible) et
I’intensité de la sporulation qui
est toujours plus élevée en
lumiére continue ou alternée

non signalée

tous les isolats forment des
Iésions sur fruits mirs

(nature?)

66

PDA- 25°C, a |'obscurité

A. 53%. Colonies
oranges, mycélium ras,
blanc. Sporulation
abondante.

B. 29%. Colonies roses,
mycélium gris clair,
sporulation moins
abondante. Sclérotes.
C. 18%. Colonies gris-
noir. Mycélium gris.
Sporulation moins
abondante.

absente

tous les isolats produisent
des lésions sur fruits

d’anthracnose

S (issus de 5 clones)
PDA, Czapeck-Dox,

Malt. 25°C

non décrits
La croissance
mycélienne est
rapide et la

sporulation
abondante

non signalée

non étudié




Figure 6. Acervules et conidies de Colletotrichum musae
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restent dans une gamme de 11-17 x 3-5.5 pm. Toutefois, compte tenu de la variabilité de
la taille des spores dans un méme échantillon, ce caractére ne parait pas intéressant pour
caractériser différentes especes. Les conidies sont produites naturellement dans des
acervules glabres, sur des conidiophores simples (figure 6). Elles différencient des
appressoria brun foncés avec un pore plus clair au centre. Les appressoria (9-13 x 9-11.5
pum) sont plus ou moins fortement lobés et ce caractére semble bien les distinguer de ceux

de C. gloeosporioides qui sont plus lisses (Cox & Irwin, 1988).

1.1.2. Taxonomie moléculaire

Le genre Colletotrichum est constitué¢ d’especes saprophytes et phytopathogenes ou les
deux a la fois. La grande variabilité phénotypique et la polyphagie d’un grand nombre d’espéces
compliquent énormément la taxonomie de ce genre dont peu de progres sont a attendre a partir
des seuls caracteres morphologiques (Sutton, 1992). L’approche moléculaire de ce genre est
relativement récente. Néanmoins, les études conduites & ce jour ont permis de conforter les
travaux antérieurs, basés sur lamorphologie, ou bien d’apporter un nouveau regard sur la position
taxonomique des différents isolats présents sur un méme héte. La majorité des études menées
reposent sur I’étude de I’ ADN ribosomal qui est constitué par un grand nombre de copies de trois
genes associés ensembles selon un méme modele : une région codante pour la sous-unité 16-18
S - un espaceur interne transcrit (ITS1) - une région codante pour la sous-unité¢ 5.8 S - un
espaceur interne transcrit (ITS2) - une région codante pour la sous-unité 25-28 S - un espaceur
intergénique (IGS). Si les séquences codantes sont tres conservées, en revanche, les séquences
ITS et IGS sont plus variables et sont utilisées pour les études taxonomiques. Différentes
techniques ont €té utilisées pour I’étude de cet ADN ribosomal (Mills ez al., 1992a) : les RFLP
; la PCR, utilisée de deux fagons différentes selon que les amorces sont non-spécifiques, de
quelques oligonucléotides (RAPD), ou spécifiques des régions IGS ou ITS ; le séquengage des
régions ITS apres leur amplification par PCR.

Les études par RFLP de ’ADN ribosomal ont révélé une grande variabilité au sein de
I’espece C. gloeosporioides (Braithwaite et al., 1990). Les profils RFLP observés pour les isolats
de C. gloeosporioides provenant d’avocat et papaye sont treés polymorphes, méme s’il y a une
tendance a ce que les isolats d’une méme origine géographique soient plus homogénes (Hodson
et al., 1993). Certains profils se retrouvent chez des isolats provenant d’hotes différents, ce qui
semblerait montrer que ces isolats ont une méme origine, mais qu’il y a eu une spécialisation
parasitaire (Alahakoon et al., 1994a). Inversement, les profils des isolats de manguier sont plus
homogenes, et il est ainsi supposé que cette espeéce aurait une origine géographique commune a
toutes les zones de production (Hodson et al., 1993 ; Alahakoon et al., 1994a). A partir de profils

RAPD, les isolats de C. gloeosporioides provenant de mangue se différencient nettement de ceux
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provenant de lychee, papaye, avocat et carambole (Hayden et al., 1994 ; Mills et al., 1992a), ce
qui confirme les résultats obtenus par RFLP.

Mills et al. (1992b) décrivent une séquence de 20 paires de bases, dans la région ITS1,
spécifique de C. gloeosporioides par rapport aux autres especes de Colletotrichum. L’ utilisation
de cette séquence pour €laborer une amorce spécifique ne semble toutefois pas permettre de
distinguer I’espéce C. musae par PCR. Par ailleurs, Hayden et al. (1994) signalent que C. musae
se différencie de C. acutatum et des isolats de C. gloeosporioides par ses profils RAPD, toutefois
le nombre d’isolats étudi€ est trop faible pour pouvoir généraliser ce résultat. Enfin, le séquencage
de la région ITS1, démontre une forte homologie entre les isolats de C. gloeosporioides
provenant d’avocat, mangue et papaye. C. musae est I’espece ayant la plus forte homologie avec
ce groupe par rapport a C. lindemuthianum, C. capsici, C. lini et C. lagenarium (Mills et al.,
1992a).

D’autres outils ont été¢ proposés pour 1’étude de la taxonomie de ce genre, comme
I’affinité spécifique de certaines lectines avec les parois des conidies (O'Connell et al., 1992), ou
la spécificit¢ d’anticorps monoclonaux (Pain et al, 1992). Ces approches ont permis de
caractériser certaines especes comme C. trifolii, C. orbicularae et C. lindemuthianum. Les
résultats obtenus sont cohérents avec les études moléculaires réalisées par le s€quencage de la
région ITS2 (Sheriff et al., 1994). Toutefois il y a encore trop peu d’études réalisées avec des
lectines ou des anticorps monoclonaux pour juger de leur apport possible pour la caractérisation
du complexe C. gloeosporioides vis-a-vis de C. musae.

En conclusion, le groupe des isolats de C. gloeosporioides provenant de fruits tropicaux
apparait comme un groupe bien distinct des autres Colletotrichum, méme s’il est constitué
d’isolats treés polymorphes, en raison de leur spécialisation parasitaire. Il faut toutefois signaler
I’exception des isolats de mangue qui semblent constituer un groupe a part, beaucoup plus
homogene. L’espece C. musae semble proche du complexe C. gloeosporioides, méme sielle s’en
distingue. S’il existe de nombreux travaux englobant un grand nombre d’isolats de C.
gloeosporioides, seul un petit nombre d’isolats de C. musae ont parfois été utilisés lors d’analyses
comparatives. A ce jour, aucun outil moléculaire ne permet de caractériser C. musae et de

distinguer cette espece des autres Colletotrichum, et notamment de C. gloeosporioides.

1.2. Spécificité parasitaire

Un certain nombre de travaux ont été effectués pour caractériser le pouvoir pathogene des
souches de Colletotrichum isolées sur banane et sur d’autres hotes (tableaux 3 et 4). Si C. musae
apparait comme relativement spécifique du bananier, en revanche, certains isolats de C.
gloeosporioides provenant de papaye ou d’avocat peuvent étre pathogenes sur banane, méme en
absence de blessures.
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Tableau 3. Evaluation du pouvoir pathogene d’isolats de Colletotrichum sp/banane sur différents
hotes

héte Muller (1962) Le Grand-Pernot Lourd Nakamura et Yang & Hayden et al.
& Trocmé (1974) (1982) al. (1991) Chuang (1994) (1994)

melon - (plantules) - (B et NB)

mangue - (B et NB) -(B) - (NB)

papaye - (B et NB) -(B) - (NB)

Syzygium - (B et NB) -(B)

samarangense

pomme + (B) Fruit mar - (B et NB)

- (B) Fruit vert

carambole -(B) - (NB)

lychee - (NB)

fraise - (NB)

kaki - (B et NB)

avocat - (NB)

aubergine -(B)

goyave + (B)

B = fruits blessés, NB = fruits non blessés
+ = interaction pathogene, - = interaction non pathogéne

Tableau 4. Evaluation du pouvoir pathogéne de Colletotrichum sp, isolés a partir de différents
fruits, sur banane

héte d’origine Le Grand-Pernot ~ Nakamura et Yang & Hayden et al.
& Trocmé (1974) al. (1991) Chuang (1994) (1994)

melon +(B)

mangue - (B et NB) -(B) - (NB)

papaye +/- (B et NB) + (B) + (NB)

Syzygium samarangense +/- (B et NB) +(B)

carambole - (B) +(NB)

lychee +/- (NB)

fraise - (NB)

avocat +/- (B) + (NB)

goyave -(B)

Annona squamosa -(B)

B = fruits bless€s. NB = fruits non blessés
+ = interaction pathogeéne, - = interaction non pathogene
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2. Les différentes altérations associées a Colletotrichum musae

L’anthracnose des fruits est la maladie la plus caractéristique, imputable au C. musae chez
les bananiers, toutefois ce champignon intervient dans d’autres maladies sur ce méme hote. C.
musae est un champignon trés ubiquiste, et les maladies qui lui sont associées ont été signalées
dans tous les pays ou la culture du bananier est pratiquée et dans tous les pays ou les fruits sont
consommés (Wardlaw, 1972 ; CAB international, 1999).

2.1. Les maladies des fruits

2.1.1. L’anthracnose des fruits

Meredith (1960a) définit deux formes d’anthracnose selon le mode d’infection. La
premiére concerne le développement a partir d’infections quiescentes qui ne formeront des
nécroses qu’a la maturation des fruits. Le premier symptome observable est alors une petite tache
brune a contour non défini et en dépression sur la peau du fruit. Les taches d’anthracnose
s’élargissent et peuvent devenir coalescentes, formant ainsi de grandes plages nécrotiques (figure
7). Lorsque les Iésions sont plus dgées, elles sont recouvertes par des acervules donnant naissance
a des conidies comprises dans une masse de couleur rose-saumon. Les lésions sont d’abord
localisées a la peau, mais la pourriture gagne progressivement la pulpe. Ce type d’anthracnose ne
doit pas étre confondu avec les spots de sénescence (figure 7), communément appelés “tigrage
des fruits”, qui se développent lorsque la maturation est tres avancée (Liu, 1976¢). Cette
anthracnose est trés semblable a celle qui se développe sur d’autres fruits tropicaux comme la
mangue, ’avocat, la papaye, et la goyave. Ladeuxiéme forme concerne I’anthracnose de blessure.
En cas de blessure des fruits, I’expression des symptomes d’anthracnose est plus précoce, et des
1ésions lenticulaires se développent sur les fruits verts (Meredith, 1960a). Ces lésions sont bien
plus larges et plus profondes que celles qui se développent a partir d’infections quiescentes et elles
déprécient tres fortement I’aspect du fruit (figure 8).

Une troisieme forme d’anthracnose a été observée en Israél et est appelée “tip rot of
banana”. L’infection débute a I’insertion des pieces florales sur I’ovaire, puis une nécrose brune
recouverte de pustules de couleur saumonée se développe a partir de ce point (Israeli & Temkin-
Gorodeiski, 1977).

Un effet indirect de la contamination des fruits par C. musae est un raccourcissement de
la durée de vie verte (Peacock, 1973). Il semble que cela soit li€ a la production d’éthylene par
le champignon dans les premieres étapes de la colonisation des fruits par le mycélium (Peacock
& Muirhead, 1974).
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Figure 7. Lésions d’anthracnose issues d’infections quiescentes :

jeune lésion a contour diffus, a ne pas confondre lésions coalescentes localisation fréquente des lésions sur la
avec les spots de sénescence courbure externe des fruits

Figure 8. Lésion d’anthracnose de blessure Figure 9. Pourritures de la couronne
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En Inde (Dastur, 1916), aux Philippines (Agati, 1922), et & Ceylan (Park, 1930), des
attaques sur jeunes fruits au champ ont €té signalées au début du siécle. De telles attaques n’ont
plus été rapportées dans ces zones, ni dans d’autres parties du monde (Wardlaw, 1931). Il est
difficile de savoir s’il s’agit 1a d’isolats ayant une agressivité plus importante ou bien si dans les
cas rapportés, la maladie s’était développée au champ consécutivement a des blessures. 11 faut
toutefois garder a I’esprit que les bananiers sont originaires du sud-est asiatique (Simmonds,
1962), et I’existence d’un centre d’origine et de diversification du pathogeéne dans cette zone

serait tout a fait plausible.

2.1.2. Les pourritures de la couronne (crown rot)

Au tout début du commerce international de la banane, les régimes étaient exportés
entiers. Puis, au début des années 60, le conditionnement des fruits en mains s’est développé. Or,
c’est précisément sur la couronne fraichement découpée qu’apparaissent des pourritures (figure
9) dites pourritures de la couronne ou crown rot (Stover, 1972). Un trés grand nombre d’études
ont été menées pour préciser I’étiologie de cette maladie en analysant la mycoflore présente dans
ces pourritures (tableaux 5 et 6), ainsi que le pouvoir pathogéne des divers champignons qui en
sont isolés (tableau 7). Ces travaux montrent la complexité de ce type d’infection mettant en jeu
un grand nombre d’especes, fréquemment isolées et capables de provoquer des nécroses sur les
couronnes. Toutefois, les parasites les plus fréquemment retrouvés et dont le pouvoir pathogéne
est le moins remis en cause sont, C. musae, probablement confondu avec d’autres espéces de
Colletotrichum, et plusieurs espeéces de Fusarium dont F. pallidoroseum semble la plus
importante. Certains auteurs considérent que C. musae est le principal champignon responsable
de ces attaques (Greene & Goos, 1963 ; Finlay & Brown, 1993). D’autres considérent que les
Fusarium et C. musae ont un réle équivalent (Griffee, 1976 ; Knight et al., 1977), ou encore que
les Fusarium ont un réle majeur par rapport a C. musae (Lukezic et al., 1967 ; Marin et al.,
1996). Dans ce demier cas, la fréquence d’isolement de C. musae est trés faible. Toutefois,
aucune ¢tude ne remet en cause le pouvoir pathogeéne des souches de Colletotrichum, tandis qu’il
est possible qu’une partie des isolats de Fusarium, soit non pathogéne comme le suggerent
certains résultats (Lukezic et al., 1967).

Les pourritures de pédoncules (black-end disease, stem-end, finger stalk rot ou neck rot)
sont des pourritures qui concernent plus précisément le pédoncule des fruits. Ces pourritures se
développement souvent apres pliure des pédoncules lors de mauvaises manipulations des fruits.

C. musae est un des agents le plus fréquemment rencontré sur ce type de symptomes (Simmonds
& Mitchell, 1940).
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Tableau 5. Données bibliographiques sur les différentes especes fongiques isolées a partir des pourritures de couronnes, dans différentes zones de

production

pays Colletotrichum musae Fusarium spp Botryodiplodia Verticillium Gliocladium Nigrospora Cephalosporium sp
et spp theobromae theobromae roseum spherica

Honduras Lukezic er al, 1967 Lukezicer al, 1967 Lukezic er al, 1967  Lukezic er al, 1967 Lukezic et al, 1967

Amérique centrale et
du sud

Windward Islands

Jamaique

Nigeria

Somalie, Windwards,

Guatemala

(3%)

Greene & Goos, 1963
(fréguent)

Marin et al. 1996 (0-
10%)

Wallbridge & Pinegar,
1975 (23-33%)
Griffee & Burden,
1976 (36%)
Wallbridge, 1981
(24%)

Johanson & Blasquez,
1992 (26-44%)

Shillingford, 1976
(11%)
Ogundero, 1987 (27%)

Mesturino & Ragazzi,
1988 (38%)

(>80%)

Greene & Goos, 1963
(fréquent)

Marin et al, 1996 (23-
78%)

Wallbridge & Pinegar.

1975 (55-60%)
Griftee & Burden,
1976 (34%)
Wallbridge, 1981
(30%)

Johanson & Blasquez,
1992 (13-44%)

Shillingford, 1976
(56%)

Ogundero, 1987
(20%)

Mesturino & Ragazzi,
1988 (35%)

(12%)

Greene & Goos.
1963 (rare)

Griftee & Burden,
1976 (2%)
Wallbridge, 1981
(2%)

Johanson &
Blasquez 1992 (9-
3%)

Shillingford, 1976
(3%)

Ogundero, 1987
(26%)

(81%)

Greene & Goos, 1963
(fréquent)

Wallbridge &
Pinegar, 1975 (5-7%)
Griffee & Burden,
1976 (8%)
Wallbridge, 1981
(3%)

Johanson & Blasquez,
1992 (4-18%)

Shillingford, 1976
(13%)

Ogundero, 1987 (2%)

Mesturino & Ragazzi,
1988 (2%)

Marin et al, 1996
(0-19%)

Wallbridge &
Pinegar, 1975 (5%)

Wallbridge, 1981
(2%)

Johanson &
Blasquez, 1992 (0-
10%)

Greene & Goos,
1963 (rare)

Griffee & Burden,
1976 (<1%)
Wallbridge, 1981
(<1%)

Johanson &
Blasquez, 1992
(24-26%)

Shillingford, 1976
(1%)

(93%)

Marin et al, 1996
(0-8%)

Wallbridge, 1981
(2%)

Johanson &
Blasquez, 1992 (0-
10%)

Shillingford, 1976
(3%)

Mesturino &
Ragazzi, 1988 (4%)

Les valeurs () correspondent aux fréquences d’isolement lorsqu’elles ont été communiquées par les auteurs



Tableau 6. Données bibliographiques sur les différentes espéces du genre Fusarium isolées a partir des pourritures de couronnes, dans différentes
zones de production

pays 'F. semitectum = F. roseum ‘Gibbosum’  F. moniliforme F. sporotrichoides F. oxysporum F. solani
= F. pallidoroseum
Honduras Lukezic et al, 1967 (80%) Lukezic et al, 1967 (14%)

Amérique centrale
et du sud

Windward Islands

Jamaique
Nigeria

Somalie,
Windwards,
Guatemala

Marin et al, 1996 (4-50%)
Greene & Goos, 1963 (le plus fréquent)

Griffee & Burden, 1976 (27%)
Wallbridge, 1981 (18%)
Johanson & Blasquez, 1992
(7-23%)

Shillingford, 1976 (fréquent)
Ogundero, 1987 (3%)

Mesturino & Ragazzi, 1988

Marin et al, 1996 (0-28%)
Greene & Goos, 1963

Griffee & Burden, 1976 (6%)
Wallbridge, 1981 (3%)
Johanson & Blasquez, 1992
(6-21%)

Shillingford, 1976
Ogundero, 1987 (10%)

Mesturino & Ragazzi, 1988

Mesturino & Ragazzi,
1988 (20%)

Wallbridge, 1981 (3%)

Shillingford, 1976
Ogundero, 1987 (4%)

Wallbridge, 1981 (2%)

Ogundero, 1987 (6%)

1. Booth & Sutton (1984) ont montré que la souche de rétérence utilisée pour la description de F. semitectum sur bananier était un C. musae et ont ainsi proposé le nom F. pallidoroseum qui est
le nom correct pour ce champignon. Le nom F. semitectum au sens de Nelson el al. (1983) ne s applique donc pas a cette espéce.
2. Les valeurs () correspondent aux fréquences d’isolement lorsqu’elles ont été communiquées par les auteurs



Tableau 7. Evaluation du pouvoir pathogéne de différentes espéces fongiques isolées a partir des pourritures des couronnes

pouvoir Colletotrichum musae  Fusarium spp Botryodiplodia Verticillium Gliocladium Nigrospora Cephalosporium sp
pathogene sur et spp theobromae theobromae roseum spherica
couronnes
fortement Greene & Goos, 1963 Greene & Goos, 1963
pathogenes Lukezic et al, 1967 Lukezic et al, 1967 Lukezic et al, 1967
Griffee, 1976 Griffee, 1976 Griffee, 1976 Lukezic et al, 1967
Knight et al, 1977 Knight et al, 1977
Knight, 1982
Marin et al, 1996 Marin et al, 1996
Finlay & Brown, 1993
moyennement Greene & Goos, 1963
pathogénes Finlay & Brown, 1993 Finlay & Brown, 1993
non ou peu Greene & Goos, Greene & Goos,
pathogeénes 1963 1963

Knight, 1982

Lukezic et al, 1967
Griffee, 1976
Knight, 1982

Griffee, 1976
Knight, 1982
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2.2. Un parasitisme foliaire opportuniste

C. musae a été signalé comme provoquant des lésions marginales de feuilles de bananiers
au Liban (Schlosser & Uddin, 1972). Toutefois, cette information doit étre considérée avec
prudence, car les souches de Colletotrichum isolées n’appartiennent pas forcément a I’espece C.
musae, d’autant plus que ces auteurs se basent principalement sur les mensurations des conidies
pour I’affirmer. Par ailleurs, les symptomes obtenus se développent lentement et ne semblent pas
reproduire parfaitement les plages nécrotiques brunes dont elles sont issues (elles provoquent des
raies jaunes). Néanmoins, il n’est pas impossible que C. musae soit un parasite de faiblesse sur les
feuilles dans des conditions limites de culture. En tout état de cause, cela resterait marginal, et
Meredith (1962b) a observé que C. musae ne formait pas de l€sions sur les feuilles vivantes,
contrairement a la plupart des maladies a Colletotrichum des autres cultures tropicales (tableau
8). C. musae n’occasionne pas non plus de pertes de récolte par ses attaques sur fleurs,
contrairement a d’autres parasites du méme genre (tableau 8). Cela est surtout li€ a la structure
florale du bananier. En effet, I’ovaire étant infére, il n’y a pas de zone d’abcission commune entre
les pieces florales et I’ovaire, ce qui réduit les risques de chute du fruit consécutivement au

développement du champignon sur les piéces florales.

3. Les principaux éléments du cycle infectieux

Waller (1992) distingue, en fonction de la réceptivité des différents tissus de la plante,
deux types de cycles chez les maladies a Colletotrichum. Des cycles courts lorsque les tissus
permettent 1’expression parasitaire et des cycles longs lorsque le développement de I’infection
est tributaire d’une maturation préalable des tissus (figure 10). Cette juxtaposition de cycles est
une des caractéristiques du genre Colletotrichum, et le cycle de I’anthracnose du bananier y est
conforme. Les cycles courts de la maladie se déroulent sur les tissus en décomposition du bananier
: pieces florales, vieilles feuilles, bractées. Les cycles longs se déroulent sur les feuilles vertes et
sur les fruits (figure 11). Les fruits sont exportés du champ alors qu’ils sont verts, ils ne
participent donc pas au cycle de la maladie dans la plantation, si ce n’est qu’une partie de

’inoculum est exportée avec eux a la récolte.
3.1. Les cycles courts de la maladie dans la bananeraie
Une des caractéristiques du C. musae est qu’il ne forme des I€sions et ne sporule que sur

les organes sénescents du bananier. Il se développe en saprophyte sur toutes les matiéres en

décomposition de la bananeraie.

13



Tableau 8. Les maladies a Colletotrichum des principales cultures tropicales et commerciales

(Waller, 1992 ; Waller et al., 1993 ; Brown et al., 1996).

Culture

Maladie

Colletotrichum spp.

Agrumes

Anacardier
Avocatier

Bananier

Caféier
Canne & sucre

Cotonnier

Hévéa

Jute
Kénaf

Manguier

Papayer
Poivrier
Tabac

Thé

chute précoce des fruits
anthracnose de la lime

anthracnose sur tiges et fruits
anthracnose sur feuille et sur fruit

anthracnose des fruits
pourriture de couronnes

anthracnose des baies

‘red rot’

anthracnose de semis
anthracnose des capsules

‘ramulosis’

anthracnose des feuilles

‘leaf blight’

anthracnose des feuilles et des tiges
anthracnose des feuilles et des tiges

anthracnose des feuilles, des fruits,
et des inflorescences

anthracnose des fruits
anthracnose des baies

anthracnose des semis et des feuilles

‘brown blight’

acutatum
acutatum

gloeosporioides
gloeosporioides, perseae

musae

kahawae

falcatum

gloeosporioides

gossypii, dematium, indicum
gossypii var

cephalosporioides

gloeosporioides

fici

dematium, corchorum
gloeosporioides, hibisci

gloeosporioides, acutatum

gloeosporioides, carici
gloeosporioides
gloeosporioides, tabacum

gloeosporioides




Figure 10. Représentation schématique du cycle infectieux des maladies a
Colletotrichum (Waller, 1992)
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3.1.1. Les sources d’inoculum de C. musae

L’identification de sources d’inoculum est un des aspects de ce cycle infectieux qui a été
le mieux étudié. Ces travaux sont parfois contradictoires quant aux différents organes identifiés
comme sources d’inoculum (tableau 9). Ainsi, Simmonds & Mitchell (1940) ont considéré que
les feuilles sénescentes €taient les principales sources d’inoculum. Ces auteurs ont montré que
I'incidence de la maladie n’était que de 27% pour des bananiers n’ayant que 0 a 3 feuilles
sénescentes, contre 68% pour des bananiers possédant plus de 12 feuilles mortes. Par ailleurs, ils
ont observé des fructifications importantes de C. musae sur les feuilles sénescentes,
particulierement sur la nervure centrale. De méme, Meredith (1962b), au cours d’une étude de
lamycoflore présente sur les feuilles sénescentes, a montré que C. musae était, avec Deightoniella
torulosa (Syd.) Ellis, Verticillium theobromae (turc.) Mason & Hugues, et Nigrospora spp, un
des colonisateurs primaires des feuilles en décomposition. Cet auteur explique cette prédominance
par le fait que les structures infectieuses de C. musae ont été formées sur les feuilles alors qu’elles
étaient encore vertes, ce qui confere un avantage décisif a ce champignon pour la colonisation des
tissus sénescents. Les fructifications de C. musae sont surtout présentes sur les 3 premieres
feuilles et on ne les observe plus au dela de la cinquiéme feuille tombante. Meredith (1962b)
précise alors que les feuilles sénescentes les plus jeunes (rangs 1 a 4) sont les plus importantes
sources d’inoculum. Inversement, certains travaux mettent en exergue le role des piéces florales
comme source d’inoculum (Dastur, 1916 ; Agati, 1922) alors que Simmonds & Mitchell (1940)
et Shillingford (1976) les considérent comme des sources mineures. Enfin, les bractées,
notamment la bractée persistante du régime, ont aussi été considérées comme des sources
d’inoculum importantes par Kaiser & Lukezic (1966).

La sensibilité des différents tissus de la plante est variable, selon les différents modéles
d’anthracnoses tropicales, ce qui confere a différents organes le role de source d’inoculum. Les
feuilles sont probablement la source la pluscommune a1’ensemble des mode¢les (tableau 10). Dans
le cas de la mangue, C. gloeosporioides forme des lésions sporulantes sur les tissus verts,
contrairement au cas de la banane, et a peu prés tous les organes sont des sources potentielles
d’inoculum (Fitzell & Peak, 1984 ; Arauz & Gonzalez-Lobo, 1986).
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Figure 11. Cycle infectieux de I’anthracnose du bananier
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Tableau 9 : Données bibliographiques sur les différentes sources potentielles d’inoculum de
Colletotrichum musae

Dastur, Agati, Park, 1930  Simmonds & Meredith,  Kaiser & Lukezic, 1966  Shillingford,
1916 1922 Park, 1933  Mitchell, 1940 1962 Lukezic et al., 1967 1976
Feuilles  champ b ++ ++
hangar 1t
Pieces  champ h + i +/- +/-
florales
hangar +-
Bractées +/- ety

Les signes correspondent & I’importance que les différents auteurs attribuent aux différents organes comme source d’inoculum.
+/- : peu important; + : source possible ; ++ : source majeure

Tableau 10: Données bibliographiques sur les sources d’inoculum identifiées pour différentes
anthracnoses de fruits tropicaux

Fruits momifiés Fleurs Rameaux Feuilles vertes Feuilles mortes
Avocat Fitzell, 1987
Mangue Fitzell & Peak, Fitzell & Peak, Fitzell & Peak,
1984 1984 1984
Arauz & Gonzales-  Arauz & Gonzales- Arauz & Gonzales-
Lobo, 1986 Lobo, 1986 Lobo, 1986
Papaye Hunter &

Buddenhagen, 1972
Duran & Mora, 1988

Agrumes Denham & Waller, Denham & Waller,
1981 1981
Agostini & Timmer, Agostini & Timmer
1994 1994

Café Gibbs, 1969

Waller, 1972
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3.1.2. La survie de U’inoculum

Les conidies de C. musae sont produites dans un mucilage et sont donc agglutinées en
masses dans les acervules. Tres tot, il a été montré que tant que les conidies de C. musae restaient
en masse elles pouvaient étre conservées pendant plusieurs mois (Dastur, 1916 ; Simmonds &
Mitchell, 1940). Goos & Tschirsch (1962) ont montré qu’elles peuvent étre conservées pendant
plus de 40 jours a des hygrométries fluctuant entre 90% et 18%. Par contre, si les conidies sont
mises dans I’eau et qu’elles sont ensuite séchées, elles perdent rapidement leur viabilité (Agati,
1922 ; Dastur, 1916 ; Simmonds & Mitchell, 1940). Il semble que la matrice qui entoure les
conidies soit un élément important pour assurer la survie des conidies au champ. Son élimination
par lavage dans de I’eau réduit considérablement la survie des spores, et ce fait est aussi signalé
pour d’autres especes de Colletotrichum (Nicholson & Moraes, 1980 ; Louis et al., 1988). Cette
matrice permet de mieux résister a I’agression des U.V., aux chocs thermiques et aux fluctuations
d’hygrométrie chez Leptosphaeria maculans, Mycosphaerella pinodes et Septoria apiicola
(Louis & Cooke, 1985). Par ailleurs, des inhibiteurs de la germination sont présents dans la
matrice. Il a été montré que plus la concentration des spores est faible, plus le taux de germination
est élevé. Un lavage des conidies favorise ultérieurement leur germination (Mondal & Parbery,
1992 ; Louis et al., 1988). Ce ou ces inhibiteurs empéchent la germination des spores avant leur
libération et tant que les conditions climatiques ne sont pas favorables (la présence d’eau dissout
la matrice). La matrice est principalement composée de glycoprotéines (Nicholson et al., 1986)
et il a été montré, chez C.graminicola, I’existence de deux types d’inhibiteurs. Un inhibiteur du
métabolisme basal permet de prolonger la survie des conidies, tandis qu’un autre empéche la
germination et la formation de I’appressorium (Nicholson, 1992). Plusieurs enzymes sont aussi
présentes dans cette matrice, des invertases, des -glucosidases, des estérases, des DNases et
RNases, des protéases, des phosphatasesalcaline, deslaccases, mais leur fonction n’est pas encore
connue (Nicholson, 1992). Nicholson et al. (1986) ont aussi montré que les glycoprotéines
présentes dans la matrice sont riches en proline et ont donc une affinité importante pour les
polyphénols. Cette propriété protégerait les spores des phénols produits dans les 1ésions
sporulantes et présents dans les exsudats de la plante.

Badger (1965) a montré que des conidies de C. musae pouvaient survivre plusieurs
semaines au champ et résister a des fluctuations importantes de température et d’humidité. Ces
travaux qui ont été conduits avec des spores lavées, semblent contradictoires avec le rdle

important attribu€ a la matrice par tous les autres auteurs.
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3.1.3. La dissémination et le transport des spores de C. musae

3.1.3.1. Une faible dissémination anémophile

Il ne semble pas que ce mode de dissémination soit trés important, principalement parce
que les conidies sont réunies en masse dans les acervules. Ainsi, des expériences de piégeage dans
des boites de Pétri exposées au champ (Simmonds & Mitchell, 1940) ou dans les stations de
conditionnement (Shillingford, 1976) n’ont pas permis de retrouver ce pathogéne en quantité
suffisante qui soit en rapport avec I’importante dissémination observée en bananeraie. Meredith
(1962a) a étudi€ la mycoflore aérienne au sein de bananeraies commerciales et a observé que des
ascospores du genre Glomerella étaient présentes entre 2h00 et 6h00 du matin, ou juste apres les
pluies. Ces ascospores représentaient environ 0.23% de la mycoflore aérienne. La méthodologie
utilisée ne permettait pas d’identifier I’espéce associée a cette forme ascosporée, mais il y a tout
lieu de penser que si la forme parfaite G. musarum existe bien, alors sa dissémination peut se faire
par le vent.

Dans le cas de I’anthracnose de la mangue, des ascospores de G. cingulata, produites en
culture pure, peuvent étre disséminées par le vent. Néanmoins, les ascospores ne sont pas
fréquemment observées dans les vergers de manguiers. Fitzell & Peak (1984) en déduisent donc
que la forme parfaite ne joue pas un réle important pour la dissémination de I’inoculum. Dans le
cas de I’anthracnose de la papaye, des quantités importantes d’ascospores de Glomerella sont
fréquemment collectées dans les vergers (Hunter & Buddenhagen, 1972). Il semble que la
dissémination aérienne de la forme parfaite puisse jouer un réle important dans le cas de cette
maladie, ce qui permettrait d’expliquer la faible corrélation entre la pluviométrie et I’incidence de

’anthracnose sur les papayes (Duran & Mora, 1988).

3.1.3.2. Une dissémination zoophile hypothétique

Agati (1922) signale que la dissémination peut se faire de fleur a fleur par les insectes qui
les visitent, mais il ne présente pas de résultats expérimentaux permettant de I’affirmer. Par contre,
Simmonds & Mitchell (1940) ont montré que des drosophiles étaient capables de véhiculer des
conidies de C. musae. Néanmoins, ils n’ont observé que trés rarement ces insectes dans les
bananeraies et ont considéré qu’aucun autre insecte n’était suffisamment répandu dans la
bananeraie pour disséminer la maladie de facon importante.

Des cas de dissémination zoophile ont été signalés chez d’autres espeéces de
Colletotrichum. 11 a ainsi été montré qu’un parasitoide de la famille des Braconidae, utilisé pour
la lutte biologique contre un scolyte des baies de caféier, Hypothenemus hampei, pouvait

disséminer les conidies de différentes espéces de Colletotrichum responsables de ’anthracnose
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des baies de caféier et de la mangue (Nemeye et al., 1990). Un autre cas intéressant est celui de
la dissémination de Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene, utilis¢é comme
mycoherbicide d’une mauvaise herbe du riz. Des petites grenouilles vertes, présentes dans les
riziéres et ayant une affinité particuliére pour cette mauvaise herbe (deschynomene virginica),

assurent la dissémination de ce mycoherbicide (Yang & TeBeest, 1992).
3.1.3.3. La dissémination par ruissellement de |’eau de pluie

C’est tres sirement le mode de dissémination majeur des conidies de C. musae. Cette
dissémination est signalée par de nombreux auteurs (Dastur, 1916 ; Simmonds & Mitchell, 1940
; Shillingford, 1976). Au cours de son étude sur la mycoflore aérienne des bananeraies, Meredith
(1962a) n’a observé des conidies de C. musae uniquement lorsque de 1’eau avait envahi les lames
du piége a spore. Toutefois, aucun travail expérimental ne soutient I’importance de ce mode de
dissémination.

Pourtant, de nombreux travaux ont été réalisés sur d’autres modeéles d’anthracnoses a
Colletotrichum pour démontrer le rle majeur de la pluie, et pour cela trois types d’approches ont
été utilisés :

a) Etude de la relation entre I’incidence de la maladie et la pluviométrie

Une relation étroite a été observée entre I’importance des précipitations et I’incidence de
’anthracnose de I’avocat (Peterson, 1978), de la chute précoce des fruits chez les agrumes
(Fagan, 1984 ; Denham & Waller, 1981 ; Agostini et al., 1993), de I’anthracnose du cacaoyer
(Chandra Mohanan et al., 1989), et de ’anthracnose des baies du caféier (Griffiths & Waller,
1971). Dans le cas des agrumes, la maladie se développe consécutivement a des pluies durant la
période de floraison, a condition que ces pluies soient accompagnées de périodes de durée
d’humectation supérieures a 10 heures (Denham & Waller, 1981). Dans le cas de I’anthracnose
du cacaoyer en Inde, les pluies en période de mousson de début juin marquent la recrudescence
des attaques foliaires qui s’estompent de décembre a mai avec la sécheresse. Les jeunes cabosses
de cacao qui sont sensibles a I’anthracnose échappent aux attaques d’anthracnose car elles se
forment durant cette période de sécheresse (Chandra Mohanan ef al., 1989). Enfin, dans le cas
de I’anthracnose des baies de caféier, c’est la présence de sources d’inoculum (fruits momifiés
issus de la premiére petite floraison) pendant la saison des pluies qui conditionne I’incidence de
la maladie a la récolte (Griffiths & Waller, 1971).

Ainsi, dans la plupart des cas, la maladie se développe si la présence de pluie coincide avec
la réceptivité des tissus de la plante, et si des sources d’inoculum sont disponibles en quantités
suffisantes.
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b) Analyse des eaux de ruissellement par piégeage

Cette technique a été treés employée pour mettre en évidence I’inoculum disséminé par le
ruissellement de la pluie. Cette méthode est généralement basée sur la collecte des eaux de
ruissellement (Corke, 1958). L’utilisation de ces piéges a spores dans le cas des anthracnoses de
fruitiers tropicaux a toujours permis de mettre en évidence la présence de conidies, principalement
lorsque ces pieges étaient localis€s sous les sources d’inoculum. C’est le cas pour I’anthracnose
de I’avocat (Fitzell, 1987), la chute précoce des fruits chez les agrumes (Denham & Waller,
1981), I’anthracnose de la mangue (Fitzell & Peak, 1984 ; Dodd et al., 1991a), et I’anthracnose
des baies du caféier (Waller, 1972).

c) Etude de l’incidence de la maladie en absence de pluie, sous des abris plastiques

Cette méthode n’a pas été tres employée, probablement parce qu’elle nécessite la mise en
place d’un dispositif lourd, particulierement pour les espéces ligneuses. Pourtant, I’information
obtenue par cette approche est relativement déterminante quant a I’importance de ce mode de
dissémination. Dans le cas de I’anthracnose de la mangue, aucun développement d’anthracnose
n’est observé sur les feuilles et les fleurs de manguiers cultivés sous abri plastique, contrairement

aux arbres du méme verger qui n’étaient pas protégés de la pluie (Fitzell & Peak, 1984).

Endehors de ces trois approches méthodologiques, plusieurs travaux ont mis en évidence,
d’une part, que toutes les pluies n’avaient pas le méme pouvoir de dissémination de I’inoculum,
et d’autre part, que la distance de dissémination était conditionnée par la taille des gouttelettes
et leur énergie cinétique (Shaw, 1987 ; Madden et al., 1996).

3.2. Le cycle long sur fruit

Les étapes du processus infectieux sont relativement communes aux différentes espéces
de Colletotrichum (figure 12). Dans le cas des anthracnoses des fruits tropicaux (avocat, mangue,
papaye, banane), le processus infectieux est rapidement bloqué dans un état quiescent du fait de
conditions imposées par la physiologie de ’hdte. Le développement parasitaire ne se poursuivra
qu’apres la maturation des fruits. Dans le cas de ’anthracnose du bananier, les cycles longs sur
feuilles sont mal décrits, c’est pourquoi nous ferons ici essentiellement allusion au cycle sur fruit,
non sans préciser qu’une partie de ce qui va suivre s’appliquerait aussi pour les feuilles vertes.
Drailleurs, Meredith (1962b) considére que le processusinfectieux sur feuilles vertes est identique
a celui des fruits : aprés la formation de I’appressorium une hyphe sous-cuticulaire se développe

et reste sous une forme quiescente jusqu’a la sénescence de la feuille. Cette quiescence n’a
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Figure 12. Différentes étapes du processus infectieux chez les maladies a
Colletotrichum (Jeffries et al., 1990)
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toutefois pas été observée par Postmaster ef al. (1997) qui ont étudié le développement de
I’infection sur disques foliaires. Il est probable que ce mode opératoire s’éloigne singuliérement
des conditions naturelles. En effet, alors que ces lésions ne sont pas observées en conditions
naturelles, ces auteurs décrivent I’apparition de symptomes de¢s 7 jours aprés I’inoculation.
Nous décrivons ci-dessous les séquences du cycle long a partir du dép6t des spores a la
surface des fruits, en admettant que les facteurs qui conditionnent la pollution des fruits (sources
d’inoculum et transport des spores a la surface des fruits) sont ceux décrits précédemment a

propos des cycles courts.

3.2.1. L’adhésion des conidies a la surface des fruits

Les conidies de C. musae adhérent plus fortement sur des surfaces hydrophobes que sur
des surfaces hydrophiles (Sela-Buurlage ez al., 1991). Le mécanisme de cette adhésion n’est pas
spécifique car les conidies adhérent aussi bien sur les fruits que sur d’autres surfaces synthétiques.
Ces auteurs ont aussi montré que 1’adhésion des conidies est faible si ces dernieres sont déposées
avec un agent mouillant, si elles sont tuées ou si elles sont préalablement incubées avec une
protéase. Ils en déduisent que I’adhésion ne met pas en jeu de mécanisme spécifique, mais qu’elle
se réalise grace a la sécrétion active de protéines ayant des affinités avec les surfaces hydrophobes.
Ce mode d’adhésion est suffisamment important pour éviter le lessivage des spores par I’eau de
pluie. Des observations analogues ont été faites pour ’adhésion des conidies de C.
lindemuthianum sur les hypocotyles de haricot et d’autres types de surfaces hydrophobes (Young
& Kauss, 1984).

3.2.2. La germination des conidies

La germination des conidies est controlée a la fois par des facteurs abiotiques
(température, humidité relative), et des facteurs biotiques mettant en cause des inhibiteurs et des

activateurs de la germination.

3.2.2.1. Importance des facteurs abiotiques pour la germination

Parmi les facteurs abiotiques, la température et I’humidité relative sont ceux qui ont I’effet
le plus important sur la germination des conidies de C. musae. Ces derniéres peuvent germer sous
une large gamme de température allant de 8°C 4 36°C. Toutefois la germination est optimale entre
28 et 30°C (Simmonds & Mitchell, 1940 ; Goos & Tschirsch, 1962 ; Leu & Chang, 1988 ; Al
Zaemey et al., 1994). L’effet de la température est surtout important au début de la germination

qui se réalise apres environ 6 heures d’incubation in vitro (Goos & Tschirsch, 1962 ; Al Zaemey

19



Chapitre I : introduction

et al., 1994). Toutefois, Simmonds & Mitchell (1940) observent que les conidies ne germent in
situ qu’apres 12 heures, a 24°C, en présence d’eau libre. La température a une action comparable
sur la germination et sur la croissance mycélienne mesurée in vitro.

L’humidité relative a une action trés déterminante sur la germination des conidies. A partir
d’études réalisées in vitro sur lames de verre (Goos & Tschirsch, 1962) ou sur membranes
(Badger, 1965), il a été démontré qu’elle se produisait surtout lorsque I’humidité relative est tres
élevée, entre 98 et 100 %. Ces auteurs montrent aussi qu’a 96% d’humidité relative les conidies
germent encore, mais en accusant un retard conséquent. Avec des humidités plus faibles la
germination devient pratiquement impossible. Ainsi, Goos & Tschirsch (1962) observent que la
germination se produit entre 6 et 12 heures a 98-100 % d’humidité relative, alors qu’elle ne
débute pas avant 24 a 48 heures a 96% d’humidité relative. Pour sa part, Badger (1965) observe
qu’environ 30 % des conidies ont germé, apres 4 jours d’incubation & 96% d’humidité relative.

D’autres facteurs abiotiques peuvent aussi limiter la germination des conidies, tels que des
conditions d’anaérobie et des teneurs en CO, supérieures a 50% (Goos & Tschirsch, 1962). Enfin,
la germination est légérement ralentie par la lumiere, mais cet effet s’estompe tres rapidement au
bout de 6 heures (Goos & Tschirsch, 1962).

3.2.2.2. Importance des facteurs biotiques pour la germination

Swinburme (1976) a montré ’existence de substances qui activent la germination des
spores, tel que ’acide anthranilique (AA), dans les exsudats récoltés a la surface de fruits verts
et mirs. Néanmoins, cet auteur remarque que la concentration des exsudats en AA est trop faible
pour stimuler la germination. En fait, ce sont les produits de dégradation de I’AA par les conidies
de C. musae, notamment I’acide 2,3-dihydroxybenzoique (DHBA), qui sont responsables de cet
effet stimulateur (Harper & Swinburne, 1979). Le DHBA stimule la germination des conidies a
une concentration bien inférieure au composé d’origine, ce qui est compatible avec un effet
stimulateur qui résulterait de la dégradation de ’AA présent dans les exsudats (Harper &
Swinburne, 1979). Par la suite, Harper et al. (1980) ont montré que d’autres agents chélateurs
stimulent aussi la germination de fagon non-spécifique, et que c’est la chélation du Fer par le
DHBA qui serait a ’origine de son effet stimulateur. En effet, les conidies produites sur des
milieux riches en Fer ont une teneur interne élevée de ce métal. Ces conidies germent difficilement
dans I’eau, mais la présence d’AA permet de rétablir leur germination (Harper et al., 1980).
MacCracken & Swinburne (1979) ont aussi montré qu’une bactérie isolée sur betterave et cultivée
sur un milieu pauvre en Fer produisait un composé jaune impliqué dans le transport du Fer dans
les cellules (sidérophore). Ce sidérophore, tout comme les agents chélateurs, stimule la
germination des conidies de C. musae. Ces auteurs ont par la suite montré que de tels

sidérophores sont produits par un grand nombre de bactéries isolées sur les fruits verts, suggérant
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ainsi que la flore bactérienne présente a la surface des fruits peut avoir une influence bénéfique
sur la germination des spores (MacCracken & Swinburne, 1980).

Enfin, de faibles doses d’éthyléne, de I’ordre de 1 pl/l, stimulent la germination des
conidies de C. musae. Cet effet de I’éthylene est spécifique des Colletotrichum pathogénes de
fruits climactériques et n’est pas observé chez C. pisi, C. orbiculare, C. trifolii et C.
lindemuthianum (Flaishman & Kolattukudy, 1994). Toutefois, la teneur interne des fruits en
ethyléne avant la période climactérique est de I’ordre de 0.2 pl/l (Burg & Burg, 1965a) et n’est
donc pas susceptible d’avoir une action sur la germination. En réponse a une blessure, les fruits
verts synthétisent de I’éthyléne (Dominguez & Vendrell, 1993), ce qui permet d’expliquer les
taux de germination des conidies supérieurs a ce qui est observé sur des fruits verts non blessés
(Yang & Chuang, 1996).

3.2.3. La formation de I’appressorium
3.2.3.1. Description et réle des appressoria

La formation d’un appressorium aprés la germination est une caractéristique des
Colletotrichum. Ces appressoria sont souvent trés différenci€s et leur morphologie a d’ailleurs
été utilisée comme critére taxonomique (Cox & Irwin, 1988). Les différentes étapes de la
germination et de la formation des appressoria par C. musae ont été décrites par Swinburne
(1976) et sont indiquées dans la figure 13. Le premier tube germinatif se forme dans la plupart des
cas a I’extrémité de la conidie qui porte la cicatrice d’attachement au conidiophore, avec un angle
de 30 4 90° par rapport 4 I’axe de la conidie. La longueur du tube germinatif varie en fonction des
conditions environnementales. Un appressorium se différencie progressivement a son extrémité.
Cette différentiation se fait selon trois étapes qui permettent de retrouver les trois types
d’appressoria simples définis par Emmet & Parbery (1975) : (i) le proto-appressorium, simple
renflement de I’extrémité du tube germinatif'; (ii) I’appressorium hyalin, avec une cloison qui isole
I’appressorium du tube germinatif'; (iii) I’appressorium de couleur brun foncé, a paroi épaisse et
mélanisée. La paroide I’appressorium peut €tre fortement lobée, et on observe un pore au contact
de la surface de I’hdte. Durant la germination et la formation de I’appressorium, une cloison se
forme au centre de la conidie, par une division mitotique (Swinburne, 1976). Cette cloison se
forme chez la plupart des Colletotrichum, a I’exceptiond’un groupe incluant des espéces qui sont
phylogénétiquement proches : C. lindemuthianum, C. orbiculare, C. malvarum, C. trifolii
(O'Connell et al., 1992). Un deuxiéme tube germinatif peut se développer a I’autre extrémité de
la conidie et former un deuxi¢me appressorium (Swinburne, 1976). Dans certains cas, on peut
observer une ramification des tubes germinatifs et la formation d’appressoria multiples. Ce type

de structures est peu décrit, mais il semble qu’elles pourraient contribuer a augmenter le potentiel
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Figure 13. Différentes étapes de la germination et de la formation de
I’appressorium chez Colletotrichum musae (Swinburne, 1976)
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infectieux du parasite (Flaishman & Kolattukudy, 1994).

Emmet & Parbery (1975) définissent un appressorium comme une structure qui adhére
fortement a la surface de I’h6te, caractérisée par sa capacité a germer et a pénétrer I’hote. Cette
définition implique donc deux roles essentiels qui sont I’adhésion et la pénétration dans I’hote.
Ces auteurs considerent aussi que les appressoria, notamment dans le genre Colletotrichum,
permettent d’assurer la survie du champignon dans des conditions adverses.

Les appressoria adhérent trés fortement a la surface des végétaux, mais la nature des
substances qui permettent I’adhésion est trés peu connue. Pourtant, des substances adhésives sont
fréquemment observées en microscopie (Swinburne, 1983 ; Bailey et al., 1992).

L’appressorium est aussi impliqué dans la pénétration de I’hdte qui se fait directement a
travers la cuticule. Le mécanisme de la pénétration n’a pas été décrit chez C. musae, mais
plusieurs travaux ont été conduits chez d’autres espéces de Colletotrichum. La pénétration peut
étre soit mécanique, soit résulter de I’action de cutinases, soit les deux a la fois (Bailey et al.,
1992). 11 a été montré que C. lindemuthianum pouvait pénétrer des surfaces synthétiques
résistantes a I’hydrolyse par les enzymes fongiques. Il en a été déduit que les forces mécaniques
sont principalement responsables de la pénétration de ce champignon (Wolkow et al., 1983). 11
semble que la mélanisation des appressoria soit directement impliquée dans ce mécanisme de
pénétration. En effet, des mutants de C. lagenarium déficients en mélanine sont incapables de
pénétrer des substrats artificiels et d’infecter leur hote d’origine (Suzuki et al., 1982 ; Katoh et
al., 1988). Il en est de méme pour des conidies de C. lindemuthianum mises en présence d’un
inhibiteur de la synthése de mélanine (Wolkow et al., 1983). La mélanine permettrait a
I’appressorium de supporter une pression hydrostatique interne trés élevée, nécessaire a la
pénétration de la cuticule (Kubo et al., 1982 ; Kubo & Furusawa, 1987 ; Wolkow et al., 1983).
Le pore de certains appressoria est surmonté d’une structure en forme d’entonnoir, le cone
appressorial, en prolongement de laquelle se formera I’hyphe d’infection. Ce cOne permettrait de
focaliser la pression hydrostatique au site de I’infection (Wolkow et al., 1983). Bailey et al.
(1992) ont suggéré que la présence ou ’absence de ce cOne serait en relation avec le mode de
pénétration.

Chez d’autres espéces de Colletotrichum, comme C. gloeosporioides agent de
I’anthracnose du papayer, la sécrétion d’une cutinase a été mise en évidence au cours de
I’infection (Dickman et al., 1982). Lorsque cette cutinase est inhibée par des anticorps spécifiques
(Dickman et al., 1982) ou encore par des organophosphorés (Dickman et al., 1982 ; Dickman et
al., 1983), les Iésions d’anthracnose ne se développent pas. En revanche, si les fruits sont blessés
ou préalablement soumis a I’action d’une cutinase, I’inhibition de la cutinase ne permet pas
d’empécher le développement des nécroses (Dickman et al., 1982). De méme, des mutants
déficients en cette cutinase ne sont pas capables d’infecter les papayes, mais leur pouvoir

pathogéne est rétabli si les fruits sont blessés ou préalablement traités avec une cutinase
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(Dickman & Patil, 1986). Tous ces résultats démontrent, pour ce dernier mode¢le, que la
dégradation préalable de la cuticule par une enzyme sécrétée par le champignon est indispensable
a la pénétration dans I’hote. Dans le cas de C. musae, Chang et al. (1987) ont observé une zone
d’érosion dans la cuticule, juste en dessous des appressoria, ce qui leur a permis de suggérer que
cette dégradation pourrait également €tre le fait d’une cutinase produite par le champignon.
Enfin, la forte mélanisation des parois de I’appressorium assure probablement une
protection efficace contre le rayonnement et la dessiccation, ce qui permet la survie du pathogene
dans des conditions défavorables, voire Iétales (Emmet & Parbery, 1975 ; Bailey et al., 1992).
Ainsi, les appressoria de C. musae sont capables de résister a diverses agressions chimiques
comme une exposition a du sulfate de cuivre ou du formol (Dastur, 1916) ; a de I’alcool
(Simmonds & Mitchell, 1940) ; & de I’hypochlorite de sodium (Goos & Tschirsch, 1962) ; a du
chlorure de mercure (Muirhead & Deverall, 1981) ; ou encore a des concentrations élevées en
tannins (Yang & Chuang, 1996). Les conidies, par contre, ne survivent a aucun de ces

traitements.

3.2.3.2. Importance des facteurs abiotiques pour la formation des appressoria

Les conditions de température et d’humidité relative qui permettent la germination
permettent aussi la formation de I’appressorium (Goos & Tschirsch, 1962 ; Badger, 1965 ; Al
Zaemey et al., 1994). Ainsi, méme a température optimale, ce sont surtout les conditions
d’humidité qui ont un effet marqué sur la formation des appressoria. Simmonds & Mitchell (1940)
ont montré qu’il fallait au moins 18 a 24 heures, a la température de 24°C, pour que les structures
infectieuses soient formées. Dans le cas de C. musae, aucune étude sur I’action combinée de la
température et de I’humidité sur la formation des appressoria n’a encore été réalisée. Concernant
I’anthracnose du manguier, certains auteurs ont pu élaborer un mod¢le d’estimation du taux
d’infection des fruits a partir des lois d’action de la température et de I’humidité relative sur la
formation des structures infectieuses. Le mod¢le australien combine la température et la durée
d’humectation des feuilles (Fitzell et al., 1984). Par contre, le modele développé aux Philippines
intégre la température et I’humidité relative (Dodd ef al., 1991Db).

3.2.3.3. Importance des facteurs biotiques pour la formation des appressoria

Comme c’est le cas pour la germination, I’acide anthranilique ou les sidérophores des
bactéries de surface stimulent la formation des appressoria (Swinburne, 1976 ; MacCracken &
Swinburne, 1979). Si 90 % des conidies ayant germé forment un appressorium sur les fruits verts,
en revanche cette proportion n’est que de 40 % sur les fruits mirs (Swinburne, 1976). Il semble

que les sucres présents dans les exsudats des fruits mirs inhibent la formation des appressoria
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(Swinburne, 1976 ; Liu & Yang, 1995 ; Yang & Chuang, 1996). Par ailleurs, les fruits mirs
émettraient aussi des substances volatiles qui inhibent la formation des appressoria (Nakamura,
1990). Ainsi, la formation de l’appressoriﬁm est trés fortement dépendante du stade de
maturation. D’autre part, une plus grande proportion de structures infectieuses se forme sur des
lames de verre que sur divers organes végétaux du bananier (Leu & Chang, 1988).

Flaishman & Kolattukudy (1994) ont aussi montré que de faibles doses d’éthyléne
stimulent la formation des appressoria et surtout d’appressoria multiples chez C. musae et chez
C. gloeosporioides. L.’ éthyléne produit par les fruits au cours de leur crise climactérique ou utilisé
lors de I’induction artificielle de la maturation pourrait ainsi favoriser la formation de ces
structures et augmenter le potentiel infectieux du parasite.

Dans le cas de I’anthracnose de I’avocat, les cires de la cuticule stimulent la formation des
appressoria de fagon trés spécifique : les cires de plantes non-hdtes n’induisent pas la formation
des appressoria de C. gloeosporioides et réciproquement, les cires d’avocat n’induisent pas la
formation de structures infectieuses chez d’autres espéces de Colletotrichum (Podilaet al., 1993).
La traduction du signal d’induction par les cires de surface ou par I’éthyléne se fait par
I’intermédiaire de la phosphorylation de deux protéines (Flaishman & Hwang, 1995). Enfin, des
genes qui s’expriment uniquement durant la formation de I’appressorium, en réponse a I’induction
par les cires de surface, ont été clonés et séquencés. Deux de ces génes, cap3 et cap5, codent pour
de petites protéines riches en cystéine dont la fonction pourrait étre de complexer certains métaux
lourds comme le Cuivre (Hwang & Kolattukudy, 1995). Un autre géne, cap22, code pour une
glycoprotéine que I’onretrouve dans la paroi des appressoria (Hwang & Kolattukudy, 1995). Un
quatrieme, cap20, est un facteur de virulence du champignon car des mutants de ce géne
différencient des appressoria normaux mais ne sont plus pathogénes (Hwang et al., 1995). La
protéine codée par ce gene a été localisée devant I’hyphe de pénétration et aussi en avant du front
d’infection (Hwang et al., 1995).

3.2.4. Les mécanismes de la quiescence chez C. musae

Les anthracnoses des fruits a Colletotrichum se caractérisent par une interruption du
processus infectieux, depuis les premiéres phases de I’infection jusqu’a la maturation. Ce mode
d’infection a aussi été observé pour un grand nombre de maladies de conservation des fruits
(Verhoeft, 1974 ; Swinburne, 1983). Verhoeff (1974) a d’abord défini cette interruption comme
une infection latente. Néanmoins, ce terme prétait a confusion avec le sens attribué a la latence
en épidémiologie désignant parfois la période qui sépare la pénétration du parasite de I’apparition
des premiers symptomes (I’incubation) et d’autres fois le temps nécessaire pour passer de la
contamination a I’état contagieux de la maladie (Rapilly, 1991). Ainsi, Swinburne (1983) préfere

adopter le terme d’infection quiescente qui désigne dans un premier temps I’arrét provisoire du
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processus infectieux du fait de conditions imposées par la physiologie de I’hdte, puis une reprise
de I’activité parasitaire lors de la maturation des tissus. Ces infections quiescentes des maladies
de conservation n’ont pas manqué d’attirer I’attention de nombreux phytopathologistes, et de fait
plusieurs revues bibliographiques leur ont déja été consacrées (Verhoeftf, 1974 ; Swinburne, 1983
; Prusky, 1996). Simmonds (1963) a émis quatre hypothéses pour expliquer cette quiescence :
(1) la composition nutritive des fruits verts serait incompatible avec les besoins du champignon ;
(ii) le potentiel enzymatique du champignon ne lui permettrait pas de coloniser les fruits tant qu’ils
ne sont pas mirs ; (iii) I’existence de composés toxiques dans les fruits verts qui disparaitraient
ou seraient inactivés au cours de la maturation ; (iv) les besoins énergétiques du champignon ne
seraient assurés que lorsque les fruits mirissent. Ces hypothéses ne s’excluent pas forcément les
unes des autres. Par la suite, I’hypothése énergétique n’a pas été retenue et Swinburne (1983)
a émis une nouvelle hypothése en distinguant la présence de composés fongitoxiques préformés
et lanéosynthése de phytoalexines que Simmonds (1963) avait écartée. Prusky (1996), a distingué
les mécanismes de la quiescence en fonction du stade de I’infection, ce qui a le mérite de mettre
particulierement en exergue la dormance appressoriale comme facteur de la quiescence, cette

derniére étant sous le controle de I’hdte.

3.2.4.1. L’entrée en période de quiescence

Simmonds (1941) est un des premiers a avoir réalisé une étude histologique précise des
infections quiescentes de C. musae. Cet auteur a observé des hyphes d’infection sous-cuticulaires
sur les fruits verts. Il a considéré que ces structures étaient sous une forme quiescente car elles
ne se développaient pas au dela de la cuticule. Cet auteur signale aussi un brunissement de la paroi
des cellules adjacentes a cette hyphe sous-cuticulaire, souvent suivi d’une désorganisation du
contenu cellulaire. Ces observations ont par la suite été confirmées par Chakravarty (1957).
Néanmoins, le processus infectieux a €té réexaminé par Muirhead & Deverall (1981) qui ont
observé que les hyphes sous-cuticulaires étaient toujours formées a partir d’appressoria hyalins
et provoquaient une réaction d’hypersensibilité entrainant la dégénérescence des cellules
adjacentes. Ces hyphes sous-cuticulaires n’évoluent plus au cours de la maturation des fruits, et
leur croissance reste limitée au brunissement induit par la réaction d’hypersensibilité. Enrevanche,
les appressoria mélanisés ne germent qu’au cours de la maturation des fruits, et entrainent
I’apparition de lésions typiques d’anthracnose. Ces auteurs ont ainsi considéré ce type
d’appressorium comme la véritable structure quiescente. Ces conclusions ont été renforcées par
les observations de Swinburne & Brown (1983). Ces auteurs signalent qu’en présence d’eau une
conidie sur deux forme des appressoria mélanisés et qu’alors les lésions se développent seulement
dans la moitié¢ des cas. En présence de DHBA, lequel stimule la germination des conidies, une

grande majorité des appressoria sont de type mélanisé et les Iésions se développent alors dans plus
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de 80 % des cas a la maturation. Par contre, si le DHBA est complexé avec du Fer, tous les
appressoria sont de type hyalin et aucune lésion d’anthracnose ne se forme au cours de la
maturation des fruits.

La quiescence peut survenir a différentes étapes du processus infectieux chez les autres

especes de Colletotrichum agents d’anthracnoses de fruits (tableau 11).

3.2.4.2. Une hypothése nutritive

Un grand nombre de changements d’ordre biochimique ont lieu au cours de la maturation
des fruits, en particulier I’hydrolyse des amidons en sucres solubles. Toutefois, Simmonds (1963)
ne considére pas que cette hypothése soit valide dans le cas de I’interaction C. musae/banane. En
effet, C. musae est capable d’utiliser I’amidon comme seule source de carbone. Par ailleurs
’apport de sucres sur des fruits verts inoculés ne permet pas d’activer le développement
parasitaire. Enfin, lorsque les fruits verts sont blessés et inoculés, les conidies de C. musae

germent et le mycélium colonise rapidement la peau et la pulpe des fruits.

3.2.4.3. Une hypothése enzymatique

Plusieurs enzymes sont nécessaires a 1’activité parasitaire et parmi celles-ci les enzymes
pectinolytiques jouent un réle déterminant. Trois hypothéses ont été avancées par Swinburne
(1983) pour expliquer une défaillance de I’activité pectinolytiques du champignon sur les fruits
verts : (1) les enzymes du champignon ne sont pas constitutives et sont induites par un substrat
absent dans les fruits immatures ; (ii) les enzymes pectinolytiques n’ont pas acces aux sites actifs
a cause des pontages cationiques entre les chaines polygalacturoniques ; (iii) ces enzymes sont
inactivées par des substances présentes en plus grande quantités dans les fruits immatures.

En ce qui concerne le premier volet de cette hypothése, Simmonds (1963) a considéré que
I’activité pectinolytique du C. musae était faible et a observé qu’un apport d’enzymes a I’inoculum
permettait d’accélérer la vitesse d’apparition des lésions. Toutefois, cet effet semble plutdt de
nature nutritionnelle car il se manifeste encore apres la dénaturation de ces enzymes par la chaleur.
Shillingford & Sinclair (1980) ont montré que C. musae produisait des enzymes pectinolytiques
in vitro et que ces enzymes étaient capables de dégrader la pulpe des fruits verts. Plus récemment,
quatre endopolygalacturonases et une exopolygalacturonase ont été purifiées a partir des cultures
de C. musae. Ces enzymes ont été détectées dans les nécroses des fruits, ce qui indique qu’elles
sont impliquées dans le développement de I’infection (Stanley & Brown, 1994). Néanmoins,
aucun de ces travaux ne permet de montrer que les enzymes pectinolytiques sont impliquées dans
le mécanisme de la quiescence.

La présence de ponts calcium entre les acides pectiques entraine une moins grande
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Tableau 11. Analyse bibliographique sur la nature des structures quiescentes qui existent chez
Colletotrichum gloeosporioides et C.musae

fruit pathogéne structure quiescente référence

avocat C. gloeosporioides appressorium Binyamini & Schiffmann-Nadel, 1972
avocat C. gloeosporioides hyphe sous cuticulaire Prusky et al, 1991

avocat C. gloeosporioides hyphe sous cuticulaire Coates et al, 1993b

banane C. musae hyphe sous cuticulaire Simmonds, 1941

banane C. musae hyphe sous cuticulaire Chakravarty, 1957

banane C. musae appressorium Muirhead & Deverall, 1981
mangue C. gloeosporioides hyphe sous cuticulaire Simmonds, 1941

papaye C. gloeosporioides hyphe sous cuticulaire Simmonds, 1941

poivron C. gloeosporioides appressorium Adikaram ef al, 1983

raisin C. gloeosporioides hyphe sous cuticulaire Daykin & Milholland, 1984
tangérine  C. gloeosporioides appressorium Brown, 1975
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accessibilité des parois cellulaires par les enzymes fongiques (Tepfer & Taylor, 1981), mais au
cours de la maturation les structures pectiques deviennent plus laches (Wallace et al., 1962).
Ainsi, dans le cas de la pomme, des applications de Calcium permettent de limiter le
développement de certaines maladies de conservation car les parois cellulaires sont moins
accessibles & la macération, de par leur plus grande intégrité structurale (Conway et al., 1988).
De telles relations ne sont pas connues dans le cas de I’interaction C.musae/banane.

Enfin, Greene & Morales (1967) ont suggéré que les tannins pouvaient inhiber les enzymes
produites par le C. musae, mais leur localisation dans les cellules a laticiféres rend peu probable
leur action au niveau des assises cellulaires externes des fruits. Des glycoprotéines qui inhibent
les endopolygalacturonases des champignons ont été mises en évidence dans les parois cellulaires
de certaines plantes, mais il ne semble pas que leur role ait ét€¢ démontré dans la quiescence
(Prusky, 1996).

3.2.4.4. Une hypothese reposant sur la présence de composés fongitoxiques préformés

dans les fruits immatures

Différents auteurs ont émis I’hypothése selon laquelle la quiescence résulterait de la forte
teneur en tannins des bananes immatures, car celle ci décroit régulierement au cours de la
maturation (Barnell & Barnell, 1945 ; Liu et al., 1995). Toutefois, Simmonds (1963) n’a pu
confirmer une telle hypothése. Il a cependant observé une activité fongitoxique dans les extraits
chauds des fruits verts, contrairement a ceux de fruits matures. Ultérieurement, Mulvena et al.
(1969) ont examiné les extraits alcooliques des fruits verts et ont mis en évidence un composé
fongitoxique dont la teneur décroissait au cours de la maturation. Ce composé a été caractérisé
comme étant le 3,4-dihydroxybenzaldéhyde. Cet aspect a été plus tard réexaminé par Muirhead
& Deverall (1984). Ces auteurs ont bien mis en évidence une activité fongitoxique dans les
extraits alcooliques des fruits, mais contrairement aux observations de Mulvena et al. (1969),
cette activité restait stable au cours de la maturation, alors que le champignon colonisait
progressivement la peau des fruits. De plus, cette activité fongitoxique n’était pas liée a la
présence du 3,4-dihydroxybenzaldéhyde. En fait, ces auteurs ont montré que I’effet observé était
un artefact lié a ’apparition de produits de dégradation de la dopamine au cours de I’extraction.
La dopamine est présente dans les extraits de fruits, mais sa teneur reste constante au cours de
la maturation et ne permet donc pas d’expliquer la reprise de ’activité parasitaire. Muirhead &
Deverall (1984) ont par ailleurs montré que les composés phénoliques sont compartimentés dans
des cellules spécialis€es a I’intérieur du parenchyme et non dans les cellules épidermiques. Il
n’existe donc en réalité que peu d’éléments en faveur de I’implication d’'une composante

fongitoxique préformée au cours de cette interaction hote/pathogene.
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3.2.4.5. Une hypothése reposant sur l’élicitation de phytoalexines

Bien qu’envisagé trés to6t, aucun mécanisme actif de défense avec synthése de
phytoalexines n’a pu étre mis en évidence en réaction a I’infection par C. musae (Simmonds,
1963). Swinburne (1978) a observé que I’inoculation de fruits verts par C. musae provoquait un
brunissement de certaines cellules de I’épiderme. Il a montré, au travers de biotests, que des
extraits de ces tissus nécrotiques peuvent €tre fongitoxiques en inhibant la germination des
conidies. Cette activité fongitoxique induite par le champignon a par la suite été analysée. Cing
fractions inhibitrices (A, B, C, D, E) ont été mises en évidence par chromatographie, dont deux
contenaient la majorité de I’activité fongitoxique (Brown & Swinburne, 1980). Ces auteurs ont
montré, d’une part, que ces composés qu’ils ont assimilés a des phytoalexines n’étaient plus
présents a la maturation des fruits, et d’autre part, que leur synthése était élicitée de fagon
importante par des glucanes extraits de la paroi mycélienne du C. musae. Plus récemment, Hirai
et al. (1994) ont identifié quatre phytoalexines chez des bananiers du sous-groupe Cavendish
correspondant & quatre des cinq fractions décrites par Brown & Swinburne (1980). Les deux
composés majeurs sont le 2-(4'-hydroxyphényl)-naphtalic anhydride (unphénalénone), et le methyl
2-benzimidazole carbamate. D’autres phytoalexines de type phénalénone ont par la suite été mises
en évidence dans les fruits des bananiers de ce sous-groupe et d’autres sous-groupes (Kamo et
al., 1998a et b).

Si’existence de ces phytoalexines n’est pas remise en cause, il n’en va pas de méme pour
leur implication dans le mécanisme de la quiescence. En effet, Brown & Swinburne (1981) ont
observé que des conidies produites initialement sur un milieu appauvrien Fer provoquaient, aprés
inoculation, peu de brunissement sur fruits verts. L’activité fongitoxique des tissus inoculés était
alors nulle et les Iésions d’anthracnose se développaient méme plus rapidement lorsque les fruits
étaient inoculés avec un tel inoculum, en comparaison avec des conidies issues d’un milieu enrichi
en Fer. Dans ce dernier cas, on observait un brunissement important des tissus verts et des
composés de type phytoalexines étaient alors mis en évidence. En fait, certains facteurs biotiques
favorisent 1’apparition d’appressoria hyalins (le Fer) ou d’appressoria mélanisés (le DHBA, les
sidérophores). Comme ’ont démontré Muirhead & Deverall (1981) les appressoria hyalins
provoquent une réaction d’hypersensibilité marquée par le brunissement de quelques cellules de
I’épiderme et la synthése de phytoalexines (Swinburne & Brown, 1983 ; Muirhead & Deverall,
1984). Par contre, la formation d’appressoria mélanisés ne conduit a aucune synthése de
phytoalexines. Swinburne & Brown (1983) en ont déduit que la quiescence ne peut résulter d’un

mécanisme actif de défense, mais plutdt d’une entrée en dormance des appressoria mélanisés.
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3.2.4.6. Une hypothése reposant sur la levée de la dormance appressoriale

Flaishman & Kolattukudy (1994) ont montré que lorsque des conidies de C.
gloeosporioides étaient mises en contact sur des tomates incapables (par transgénose) de
synthétiser de I’éthyléne, alors la germination et la formation de I’appressoriumne se produisaient
pas. Par contre, si ces méme fruits sont soumis a I’action de 1’éthyléne, les conidies germent,
forment des appressoria multiples, et des Iésions apparaissent. IIs en déduisent que la synthése
endogene d’éthyléne par la banane et I’avocat (et plus généralement par les fruits climactériques)
serait le signal qui permettrait la levée de la dormance appressoriale. De méme, chez la tangérine
Robinson, des traitements a I’éthyléne, effectués pour homogénéiser la coloration externe des
fruits apres la récolte, induisent la germination des appressoria de C. gloeosporioides et le
développement d’hyphes de pénétration conduisant a I’apparition de lésions d’anthracnose
(Brown, 1975 ; Brown & Barmore, 1977). En absence de traitements a I’éthyléne, il n’est observé
aucun développement de symptdmes (ce fruit n’est pas climactérique). Toutefois, Prusky et al.
(1996) objectent que, dans le cas de I’avocat, ce signal ne peut étre effectif que si le fruit est a4 un

stade mature.

4. Les moyens de lutte actuels contre les maladies causées par C. musae

L’anthracnose de la banane, comme d’autres maladies de conservation, est
particulierement dommageable car elle s’inscrit dans le cadre d’une production destinée a un
marché d’exportation. Bien que la maladie s’exprime au cours de la conservation des fruits, la
lutte, pour étre efficace, ne peut suffire d’une simple intervention apres la récolte. Elle doit étre

également raisonnée au champ (Stover, 1972).

4.1. Les moyens de lutte avant la récolte

4.1.1. La prophylaxie au champ

Simmonds & Mitchell (1940) ont considéré que les feuilles sénescentes qui pendent le long
du pseudo-tronc étaient les principales sources d’inoculum de C. musae, leur €limination étant
essentielle pour réduire I’incidence de la maladie. Ces auteurs observent que, d’une manicre

générale, le développement de I’anthracnose est plus important sur les plantations mal

entretenues.
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Le gainage est une pratique susceptible d’affecter la sporulation du champignon, la
pollution et la contamination des fruits. Griffee & Burden (1974) ont montré que le niveau de
contamination était plus élevé sur des fruits issus de régimes autour desquels ils avaient posé une

gaine plastique non-perforée a la floraison, en comparaison avecceuxissus de régimes non gainés.

4.1.2. L’emploi de fongicides en bananeraie

Dastur (1916) a remarqué que 'utilisation du sulfate de cuivre en trempage des fruits
apres la récolte n’avait aucun effet sur le développement de la maladie. Il a relié cette observation
au fait que les appressoria étaient résistants a ce type de fongicide. En revanche, il a obtenu un
contrle satisfaisant de la maladie en pulvérisant les régimes avec ce méme fongicide, tous les 15
jours, depuis la floraison jusqu’a la récolte. L’incidence de I’anthracnose a la récolte peut aussi
étre fortement réduite par des applications répétées de bénomyl, de prochloraz ou de
chlorothalonil sur les régimes dés la floraison (Griffee & Burden, 1974 ; Rawal & Ullasa, 1989).

SiI’emploi de fongicides au champ est pas ou peu utilisé pour lutter contre ’anthracnose
du bananier, cela constitue aujourd’hui le principal moyen de lutte contre un grand nombre
d’anthracnoses des fruits. Ces traitements sont souvent réalisés avec des fongicides systémiques
en association avec des produits de contact (Eckert & Ogawa, 1985 ; Eckert, 1990). C’est le cas
de I’anthracnose de I’avocat (Darvas, 1981), de I’anthracnose de la papaye (Hunter &
Buddenhagen, 1972), et surtout de I’anthracnose de la mangue (McMillan, 1984 ; Dodd et al.,
1991a ; Lonsdale, 1992) pour laquelle des modéles d’avertissement ont été développés afin de

raisonner ces applications fongicides (Fitzell et al., 1984 ; Dodd et al., 1991b).

4.2. Les moyens de lutte apreés la récolte

4.2.1 Une lutte chimique obligatoire

L’utilisation de fongicides systémiques en traitement aprés la récolte est la technique de
lutte qui s’est le plus largement généralisée pour le contrdle de cette maladie a partir du début des
années 70, lorsque ce type de fongicide est apparu sur le marché. Les produits a mode d’action
antimitotique, principalement le bénomyl et le thiabendazole, ont fait preuve d’une grande
efficacité et leur usage a ét€¢ mis en pratique dans un grand nombre de pays producteurs de
bananes (Frossard, 1969 ; Long, 1970 ; Rippon, 1972 ; Shillingford, 1978 ; Slabaugh & Grove,
1982 ; Ram & Vir, 1983). Ces fongicides sont appliqués en trempage ou en pulvérisation, mais
un bon mouillage des fruits semble essentiel pour assurer une bonne efficacité du traitement (de
Lapeyre de Bellaire & Nolin, 1994).
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Cependant, des souches de C. musae résistantes aux antimitotiques se sont développées
dans un grand nombre de pays producteurs de bananes (Griffee, 1973 ; Quimio, 1976 ; Hostachy
et al., 1990 ; Johanson & Blasquez, 1992 ; de Lapeyre de Bellaire & Dubois, 1997). Les
inhibiteurs de la biosynthése de I’ergostérol ont généralement une bonne efficacité et apparaissent
ainsi comme une solution alternative. L’imazalil est le premier de ces fongicides a avoir été
homologué pour le traitement des bananes, mais son efficacité n’est pas rapportée de fagon
unanime (Tongthieng & Sangchote, 1993 ; de Lapeyre de Bellaire & Nolin, 1994). Récemment,
le bitertanol a fait I’objet d’une autorisation provisoire de vente en France apres que son efficacité
a été¢ démontrée (de Lapeyre de Bellaire & Nolin, 1994).

L’utilisation de fongicides aprés récolte est aujourd’hui une pratique courante, en
association ou non avec les traitements au champ, pour lutter contre les anthracnoses de plusieurs
autres fruits tropicaux (Eckert, 1990).

4.2.2. Manipulation des fruits et prophylaxie a la station de conditionnement

Toutes les pratiques visant a réduire les chocs sur les fruits au cours de la récolte et du
conditionnement auront un effet bénéfique car les meurtrissures amplifient I’extension des Iésions.
En Amérique Centrale, les régimes de bananes sont pendus, dés la récolte, a des cables et dirigés
vers la station de conditionnement sans la moindre manipulation (Stover, 1972). Aux Antilles
frangaises, une remorque a étages a été¢ développée pour transporter les régimes dans des
berceaux matelassés (Marchal, 1993). La qualité des cartons d’emballage et leur bonne tenue au
cours du transport est aussi importante pour limiter les chocs. La palettisation de cartons
renforcés est un systeme qui s’est développé récemment avec satisfaction dans les stations de
conditionnement antillaises.

Par ailleurs, I’utilisation de désinfectants a base de chlore actif (Ameson, 1960) ou
d’ammonium quaternaires (Shillingford, 1977) permet d’éviter la contamination des couronnes
dans les eaux de lavage des fruits. L’élimination des piéces florales avant la découpe en mains des
régimes est également une pratique courante qui évite tout apport d’inoculum dans les eaux de
lavage (Shillingford, 1976).

4.2.3. Amélioration des techniques de conservation des fruits

La crise climactérique constitue le point de départ du développement des lésions
d’anthracnose. Par conséquent, toutes les mesures qui permettent de retarder cette évolution
irréversible du fruit vers un processus de maturation ont aussi pour effet de ralentir la vitesse de
développement des symptomes. Aprés le conditionnement en cartons, les fruits doivent étre

réfrigérés le plus rapidement possible a la température de 13°C afin de ralentir leur activité
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métabolique et celle des parasites (Stover, 1972 ; Wardlaw, 1972).

Une atmosphére modifiée, enrichie en CO, et appauvrie en O,, permet de retarder la crise
climactérique et la vitesse de développement des nécroses (Chillet et al., 1995 ; Chillet & de
Lapeyre de Bellaire, 1996). De telles modifications de la composition de ’atmosphére se
produisent a I’intérieur de sacs plastiques fermés ayant une perméabilité sélective a ces deux gaz.
Ainsi, en fonction de la qualité et de I’épaisseur du plastique, les teneurs en O, et en CO, varient
respectivement de 1 a 10% et de 2 & 14% (Marriott & Palmer, 1980 ; Thompson, 1998). La
résistance mécanique de ces sacs doit €tre élevée car la moindre déchirure ne permet pas
I’établissement d’une atmosphére modifiée (Chillet & de Lapeyre de Bellaire, 1996). De fortes
teneurs en CO, (>15%) et de faibles teneurs en O, (<1%) sont toxiques pour le champignon
(Goos & Tschirsch, 1962 ; Al Zaemey et al., 1994). 1l n’est malheureusement pas possible de
conserver les fruits dans de telles conditions, car de fortes altérations se produisent au cours de
la maturation des fruits lorsqu’ils sont conservés dans une atmosphere supérieure a 7-12% en CO,
ou lorsque la teneur en O, est inférieure a 1-2% (Daun ef al., 1973 ; Wilson, 1976 ; Thompson,
1998).

L’application d’une cire, a base d’esters de saccharose combinés a des celluloses ou a des
acides gras, a la surface des fruits entraine une réduction des échanges gazeux, du fait de
I’obstruction des stomates (Banks, 1984a). La perméabilité¢ des fruits pour le CO, est plus
importante que pour I’O,, et ces revétements accentuent ces différences. Il en résulte une
diminution importante de la teneur interne des fruits en O, sans que la teneur en CO, soit trop
élevée, ce qui permet de prolonger la conservation, sans altérations (Banks, 1984b). L’addition
d’acides organiques a ces revétements permet un certain controle de I’anthracnose, mais cet effet
bénéfique s’estompe dés que les fruits sont blessés (Al Zaemey ef al., 1993). Ces revétements,
compte tenu de leur coiit, ont été peu utilisés probablement en raison du niveau d’efficacité encore
insuffisant.

4.2.4. Action de traitements physiques

Les effets des traitements physiques sur des bananes sont peu connus. Burden (1968)
signale que des traitements a I’eau chaude a 55°C pendant 2 minutes ont un effet négatif sur le
développement de la maladie. Néanmoins, cela n’a été suivi d’aucun développement commercial
contrairement a ce qui est réalisé aujourd’hui dans certaines zones de production pour la papaye
(Couey et al., 1984 ; Nishijima ef al., 1992) et la mangue (Spalding & Reeder, 1978 ; Coates et
al., 1993a).

Kanapathipillai et al. (1987) signalent que des rayons gamma (pendant 38 minutes a la
dose de 4 kGy) inhibent la germination, la formation d’appressoria de C. musae, et tout

développement fongique a la surface de fragments de fruits. Toutefois, ces auteurs n’ont pas
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étudié I’effet de ces rayonnements sur des fruits entiers. Si des doses de ’ordre de 0.5 kGy
permettent de prolonger la conservation des bananes (Marriott & Palmer, 1980 ; Wills et al.,
1998), il n’est pas du tout slir que des doses plus élevées soient sans conséquences sur la
physiologie du fruit. D’ailleurs Marriott & Palmer (1980) signalent que des altérations de la peau
peuvent se produire sur des fruits irradiés, la dose maximale tolérée par les fruits étant
probablement voisine de 0.5 kGy (Wills ef al., 1998). Enfin, le cofit élevé et la mauvaise image
aupres des consommateurs sont autant de raisons qui ont limité le développement de I’irradiation
des fruits aprés la récolte (Wills ez al., 1998).

4.3. Une lutte génétique limitée par une base génétique étroite

Peu de travaux ont été consacrés a I’étude de la sensibilité¢ des différents clones de
bananiers vis a vis.de I’anthracnose, si ce n’est ceux d’Agati (1922) et de Martoredjo (1995). Ces
auteurs signalent des différences entre clones, mais leurs informations sont trés imprécises.

La culture de la banane dessert pour I’exportation repose sur une faible gamme variétale
car tous les clones appartiennent au sous-groupe des Cavendish (Bakry et al., 1997). Au début
dusiécle, les bananiers dessert cultivés appartenaient principalement au sous-groupe Gros-Michel.
Ces bananiers ont été décimés par la maladie de Panama, ce qui obligea la profession bananiére
a une reconversion variétale avec des clones du sous-groupe Cavendish, résistants.

On peut distinguer quatre grands types parmi les Cavendish : (i) le type Dwarf Cavendish
représenté par le clone Petite Naine ; (ii) le type Giant Cavendish représenté par les clones
Williams, Grande Naine ; (iii) le type Robusta représenté par les clones Valéry, Poyo ; (iv) le type
Lacatan représenté par des bananiers de 4 a 5 m de hauteur.

Meredith, (1960b) signale que les clones du sous-groupe Gros-Michel sont moins
sensibles a I’anthracnose que les bananiers de type Lacatan ou Robusta. Selon Shillingford &
Sinclair (1977), le type Lacatan serait moins sensible que les types Robusta et Giant Cavendish,
mais les différences observées sont peu significatives et toutes ces vari€tés sont généralement
considérées comme relativement sensibles a I’anthracnose.

Par le passé, les objectifs des programmes d’amélioration génétique des bananiers ont
essentiellement concerné 1’obtention de variétés résistantes aux cercosporioses des bananiers et
a la maladie de Panama (Stover & Simmonds, 1987 ; Bakry et al., 1997). Ainsi, le comportement
des variétés obtenues vis a vis des maladies de conservation n’a pas été jusqu’ici considéré par
ces différents programmes. Par ailleurs, les variétés triploides sont généralement fortement
stériles, ce qui complique leur schéma d’amélioration. L’adoption de nouvelles stratégies de
création variétale pour I’obtention de variétés triploides permet d’obtenir un taux de production
d’hybrides beaucoup plus important que la stratégie d’obtention de variétés tétraploides qui a été

utilisée par le passé (Bakry et al., 1997). Cette stratégie repose sur la synthese de variétés
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triploides a partir de I’utilisation de clones diploides ancestraux fertiles. Il est donc envisageable
aujourd’hui d’accroitre la gamme des critéres utilisés pour ’amélioration, et notamment de

considérer les aspects relatifs a la qualité des fruits (Jenny, communication personnelle).
4.4. Evaluation des possibilités de lutte biologique

Un certainnombre de microorganismes inhibent la croissance mycélienne et la germination
du C. musae ‘invitro’. Cet antagonisme a été observé avec des filtrats de culture de Gliocladium,
Penicillium et Trichoderma (Kanapathipillai et al., 1987) ou avec des cultures d’une levure,
Talaromyces flavus (Magan & Baxter, 1993). Toutefois, le comportement des microorganismes
utilisables pour un contrdle biologique (BCA) n’est pas forcément le méme in vitro et in vivo.
Ainsi, des tests de sélection de BCA ont été développés sur des disques de fruits (Krauss, 1996)
et sur des disques foliaires (Postmaster et al., 1997). Postmaster ez al. (1997) ont montré que des
levures avaient une action fortement antagoniste seulement si elles étaient installées 24 a 48 h
avant ’inoculation des feuilles par des conidies de C. musae. Ces auteurs considérent que, les
appressoria étant des structures plus résistantes que les conidies, la seule possibilité d utilisation
des BCA serait de réduire le niveau d’infection des fruits en diminuant la viabilité des conidies au
champ. Toutefois, I’utilisation de BCA au champ poserait inévitablement un certain nombre de
problémes comme la survie de ces BCA en conditions naturelles, leur mode d’application, leur
répartition sur les fruits, leur innocuité pour les consommateurs. Au contraire, Ragazzi & Turco
(1997) proposent I'utilisation de BCA apres la récolte des fruits. Ces auteurs ont montré qu’un
grand nombre de champignons isolés sur les bananes ont une activité antagoniste in vitro vis-a-vis
du C. musae, mais que seul Acremonium strictum permet de réduire efficacement le
développement des lésions d’anthracnose sur des fruits inoculés apres blessure. Cependant, il est
peu probable que ces microorganismes permettent de contrdler les 1ésions issues des infections
quiescentes. Ainsi, & ce jour, les possibilités d’une lutte biologique contre C. musae restent encore
hypothétiques. Il est toutefois intéressant de constater que des efforts de recherche dans cette
direction se sont développés récemment compte tenu de I’engouement que suscite la lutte
biologique aupres des consommateurs.
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I1I. Situation du sujet
1. Problématique de ’anthracnose du bananier en Guadeloupe

L’anthracnose des bananes n’est pas contrdlée de maniére satisfaisante aux Antilles
frangaises. En effet, la lutte repose essentiellement sur des traitements fongicides effectués apres
la récolte des fruits. Cette lutte chimique est aujourd’hui dans une impasse pour trois raisons

majeures :

1 - I'apparition de souches résistantes aux matieres actives utilisées en traitement apres récolte,
lice a la pression de sélection exercée par les traitements aériens effectués pour lutter contre la
cercosporiose jaune du bananier avec des fongicides & méme mode d’action (de Lapeyre de
Bellaire & Dubois, 1997),

2 - le manque d’efficacité de ces traitements apres récolte signalé régulierement, au cours du
second semestre, lors de la mise en marché des fruits provenant de certaines zones ou les souches

résistantes aux fongicides utilisés en traitement aprés récolte sont néanmoins peu fréquentes,

3 - les attentes des consommateurs et des pouvoirs publics qui, de plus en plus préoccupés par
I’impact, d’une part, de la qualité des produits sur la santé humaine et, d’autre part, des pratiques
agricoles sur I’environnement, sont de plus en plus attentifs a ’utilisation des pesticides appliqués

directement sur les produits destinés a la consommation.

Les dégits d’anthracnose pénalisent fortement la commercialisation des bananes. Ils
relévent de plusieurs processus qui concernent les différentes étapes impliquées dans la production
des fruits, leur conditionnement, leur conservation et leur mise en marché (figure 14). Parmi ceux-
ci, une des étapes clé est la variation du ‘potentiel de qualité des fruits au champ’ qui est a
’origine des variations saisonniéres et spatiales de la manifestation de la maladie. Ce potentiel de
qualité est constitué¢ d’une composante physiologique et d’une composante parasitaire. Afin de
substituer a cette lutte chimique apres récolte une approche plus raisonnée, aux différents niveaux
de la filiere d’exportation, il est apparu indispensable de mieux caractériser ce potentiel de qualité.
C’est la le principal objectif des activités menées aux Antilles frangaises, pour I’amélioration de

la qualité des bananes d’exportation, et qui a servi de cadre a la réalisation de nos travaux.

35



Figure 14. Différentes étapes de 1’élaboration de la qualité des fruits
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2. Recherches proposées

Les recherches entreprises visent a mieux caractériser la composante parasitaire du
potentiel de qualité des fruits et plus particulierement & préciser les facteurs qui déterminent

certaines séquences du cycle de base de la maladie sur les fruits, a savoir :

- la pollution des fruits, en apportant des informations sur les sources d’inoculum, les périodes les
plus propices a la pollution, et le mode de dissémination de C. musae.
- la contamination des fruits en explicitant les facteurs impliqués dans la germination des conidies

et la formation d’appressoria mélanisés.

Nous avons considéré que c’est a partir de cette connaissance que 1’on sera réellement
en mesure d’agir sur la composante parasitaire du potentiel de qualité des fruits et ainsi de
proposer de nouvelles techniques de lutte permettant de s’affranchir de ’emploi de pesticides.
Notre référentiel ou unité d’étude est le régime du bananier. Ce choix se justifie si on se référe
a la biologie florale de la plante qui impose a tous les fruits d’un méme régime un développement
synchrone (& 2 ou 3 jours pres) et un regroupement dans I’espace. Tous les fruits d’un méme
régime sont donc soumis a des conditions épidémiologiques relativement homogenes. Par ailleurs,
un grand nombre de techniques culturales sont effectuées spécifiquement sur le régime en fonction
de sa date de floraison. Il est donc a priori réaliste d’imaginer la mise en oeuvre d’itinéraires
techniques de lutte qui prendraient en compte la connaissance du développement de 1’épidémie
a I’échelle de cette unité. C’est en cela que notre approche se démarque des travaux entrepris
antérieurement sur les aspects épidémiologiques de cette maladie dont il faut toutefois rappeler
le peu de connaissances. Les travaux les plus récents sont ceux de Shillingford (1976) qui s’est
surtout intéressé aux conditions nécessaires a la pollution des fruits dans les stations de
conditionnement, sans s’intéresser pour autant aux facteurs plus précoces dans la vie du fruit qui
déterminent leur niveau de contamination. Nous avons opté€, au cours de notre travail, pour une
définition de la contamination mettant en jeu I’interruption du cycle infectieux par la quiescence
de I’appresssorium, avant la pénétration dans I’h6te. La phase de contamination s’achéve par la
pénétration dans I’hote du parasite (Rapilly, 1990). Néanmoins, dans le cas de ’anthracnose du
bananier, nous avons considéré que ce concept s’appliquait mieux a I’apparition des structures
quiescentes qui assurent I’installation définitive du parasite, méme si la pénétration dans I’hdte ne

s’est pas encore produite.

Plusieurs especes de Colletotrichum sont probablement associées au bananier dont C.
gloeosporioides qui est phylogénétiquement proche du C. musae. Nos travaux visent dans un

premier temps a mieux connaitre, au travers d’une caractérisation morphologique et
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pathogénique, le complexe d’especes impliqué dans I’anthracnose des fruits, dans les conditions
de la Guadeloupe. Cette premicre étape ¢tait nécessaire pour se familiariser avec 1’agent
pathogene, C. musae, et pour bien préciser le role respectif des autres especes de Colletotrichum
dans le développement de la maladie.

L’étude des déterminismes de la contamination des fruits porte sur 4 domaines qui font

chacun I’objet d’un chapitre.

I - un premier chapitre (n°3) est consacré a une démarche exploratoire, conduite au travers d’une
enquéte de diagnostic agronomique. Cette derni¢re, a laquelle nous accordons une importance
particuliere, a permis de hiérarchiser différents facteurs, climatiques ou techniques, apparaissant
comme des éléments explicatifs des différents niveaux de contamination des fruits. Les résultats
de cette enquéte constituent le point de départ de nos travaux et ont servi a orienter par la suite

les approches expérimentales.

2 - le fait que les dégats d’anthracnose soient réguliérement importants dans certaines zones, au
cours du second semestre de 1’année, laissait supposer que I’intensité de I’expression parasitaire
pouvait aussi étre sous le contrdle de facteurs physiologiques. L.’enquéte précédente a permis de
confirmer cette hypothése et a montré la nécessité de mettre au point un outil fiable qui permette
de quantifier les niveaux de contamination en s’affranchissant des composantes physiologiques

qui accompagnent la maturation des fruits.

3 - un troisiéme chapitre (n°5) est consacré aux facteurs impliqués dans la pollution des fruits, a
I’échelle du régime. Il est identifié les principales sources d’inoculum incident sur le régime et le
mode de dissémination des conidies en évaluant, en particulier, I’importance des précipitations.

La dynamique de pollution des fruits au cours de leur croissance est également étudice.
4 - au cours d’un quatriéme chapitre (n°6) nous évaluons I’importance des facteurs abiotiques sur

la phase de contamination, plus précisément sur la germination et sur la formation des appressoria
mélanisés.
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Les résultats des travaux conduits par différents auteurs qui ont caractérisé les isolats de
Colletotrichum sp provenant de bananier suggerent I’existence de plusieurs espéces sur ce méme
héte (chapitre 1, tableaux 2, 3 et 4). Des différences importantes sont en effet notées entre isolats,
concernant certaines caractéristiques morphologiques ou leur pouvoir pathogéne. Le plus
souvent, et probablement a tort, tous ces isolats ont été considérés comme appartenant a I’espéce
C. musae. [l nous a semblé indispensable de conduire une analyse plus qualitative que ce quia été
réalisé jusqu’a présent, afin de caractériser, parmi un éventuel complexe d’espéces, les populations
pathogénes qui sont a I’origine des lésions d’anthracnose.

Les précédentes études réalisées sur les Colletotrichum de bananeraies ont surtout
concerné des isolats prélevés a partir d’organes sénescents comme les feuilles ou les couronnes
des fruits (chapitre 1). Ces supports privilégient d’avantage des développements saprophytes ou
opportunistes. De la méme fagon, un certain nombre de tests de pouvoir pathogéne ont été
conduits sur la couronne ou les pédoncules, et sont probablement peu spécifiques car un grand
nombre d’espéces sont capables de former des lésions sur ces organes (tableaux 5, 6 et 7). Nous
avons ainsi axé notre étude sur les populations capables d’engendrer des lésions d’anthracnose
sur fruits et nous avons comparé ces populations avec celles qui se développent en saprophyte sur
les piéces florales.

Nous avons aussi utilisé certains critéres morphologiques qui ont été considérés comme
importants pour caractériser différentes espéces de Colletotrichum. 11 s’agit de la vitesse de
croissance mycélienne (Baxter et al., 1983) et de la morphologie de I’appressorium (Cox & Irwin,
1988).

1. Mateériel et méthodes

1.1. Caractérisation morphologique et culturale
1.1.1. Obtention d’isolats monoconidiens
1.1.1.1. Isolement a partir des pieéces florales

Des piceces florales ont été prélevées sur des fruits d’age variable. Elles ont alors été
disposées dans de I’eau distillée stérile, puis mises sous agitation (180 tours/min) pendant une
heure afin d’obtenir une bonne dispersion des conidies. Cette suspension a ensuite été filtrée sur
un tamis de 30 um, puis centrifugée 10 minutes a 4000 tours/min. Le culot a alors été repris dans
40 ml d’eau distillée stérile, puis la suspension obtenue diluée 10%, 10°, et 10* fois. Dix étalements
ont été réalisés a raison de 100 ul de chaque suspension sur le milieu de Mathur enrichi en
antibiotiques (Mg SO,, 7H,0 2.5 g ; KH,PO, 2.7 g ; Peptone 1 g ; Extrait de levure 1 g ;
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Saccharose 10 g ; Agar 15 g ; Rifampicine 100 mg ; Kétoconazole 0.8 mg). Apres 3 jours
d’incubation, les colonies de Colletotrichum ont été identifiées par leur aspect cultural et par un
examen rapide au microscope. Une colonie bien distincte de Colletotrichum a ensuite été choisie
aléatoirement dans chaque boite d’étalement et repiquée sur le milieu de Mathur sans
antibiotique. Les 990 isolats ainsi obtenus provenaient tous de la méme parcelle (site la Digue,
plantation Adolphe, tableau 12).

1.1.1.2. Isolement a partir de lésions d’anthracnose

Des fruits ont été prélevés dans différentes parcelles de production ou dans différentes
stations de conditionnement. Ils ont été stockés 2 ou 3 jours a 25°C avant que leur maturation soit
induite par un traitement a I’éthyléne (1000 pl/l pendant 24 heures). A partir des nécroses qui se
sont développées sur les fruits mirs, des prélévements ont été réalisés directement sur des
acervules au moyen d’une aiguille stérile, puis étalés a sec sur un milieu gélosé. Apres 4 a 6 heures
d’incubation, des clonages monospores ont été réalisés sur le milieu de Mathur. Les 358 isolats

ainsi obtenus sont représentatifs de différentes conditions pédoclimatiques (tableau 12).

1.1.2. Caractéres culturaux

Tous les isolats ont été maintenus sur le milieu de Mathur, a I’obscurité, a 22 ou25°C. Le
diamétre des colonies a ét€¢ mesuré apres 4 jours de culture a 25°C ou 5 jours a 22°C. Les critéres

suivants ont été évalués apres 10 jours de culture :

* le type de mycélium : (1) mycélium ras ; (2) mycélium moyennement cotonneux ; (3) mycélium
trés cotonneux,
* I’intensité de la sporulation : (0) absence de sporulation ; (1) faible sporulation ; (2) sporulation

moyennement importante ; (3) sporulation abondante,

1.1.3. Analyse morphométrique des conidies et des appressoria

Des conidies ont été prélevées aprés 14 jours de culture et observées directement au
microscope. Pour chaque isolat, la longueur et la largeur de 30 conidies ont été mesurées.

La formation d’appressoria a €té obtenue apres dépot de 10 ml d’une solution concentrée
de conidies, recouverte d’un disque de papier filtre, sur le fond d’une boite de Pétri fermée
hermétiquement. Apres 48 heures d’incubation & 25°C, le disque de papier a été retiré et le fond
de la boite rincé abondamment a I’eau, puis séché. Les appressoria étaient bien observables apres

coloration au lactophénol-bleu trypan. La longueur et la largeur de 30 d’entre eux ont alors été
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Tableau 12. Caractéristiques des sites d’isolement des 358 isolats de Colletotrichum sp obtenus a

partir de fruits
site plantation altitude (m) type de sol* nombre d’isolats
Douville Beauvarlet 40 fer i)
Changy Ligniéres 50 hy 26
Mineurs Dormoy 50 hy 16
Fromager Mirre 120 acv 16
Digue Adolphe 200 acv il
Neufchéteau Cirad-Flhor 250 acv 41
Haute plaine Christophe 270 acv 16
Montbelley Dormoy 250 apcv 12
Concession Héry 370 apcv 10
Palmiste Christophe 500 acsv 21
Palmiste Longueteau 510 acsv 18
Palmiste Mallenec 550 acsv 18
Matouba Bertaud 500 acsv 3
Matouba Colombo 510 acsv 33
Matouba Abauzit 710 apsv 13
Matouba Andypain 720 apsv 13

* fer, sol ferralitique ; hy, sol a halloysites ; acv, andosol de la c6te au vent ; apcv, andosol
perhydraté de la cote au vent ; acsv, andosol de la cdte sous le vent ; apsv, andosol perhydraté de
la cOte sous le vent
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mesurées, et ces appressoria ont également été caractérisés selon les critéres définis par Cox &

Irwin (1988) : (1) appressorium lisse ; (2) appressorium légérement lobé ; (3) appressorium

fortement lobé.
1.2. Tests de pouvoir pathogéne

Les tests de pouvoir pathogene ont été réalisés a partir de cultures maintenues 10 a 15
jours & 27°C, en lumiére continue de fagon a favoriser la sporulation. Une suspension calibrée a
10° conidies/ml a été utilisée pour chaque inoculation.

1.2.1. Tests de pouvoir pathogéne sur fruits blessés

Deux puits de 2 mm de profondeur et de 4 mm de diameétre ont été réalisés sur la méme
face latérale d’un fruit vert au stade récolte. Apres 30 min de séchage, 50 pl d’inoculum ont été
déposés dans chaque puits. Les fruits ont ensuite €té disposés dans une enceinte climatique

régulée a 25 °C. Le diamétre des nécroses a été mesuré au terme de 10 jours d’incubation.
1.2.2. Tests de pouvoir pathogéne sur fruits non blessés

Dix gouttelettes de 25 pl ont été déposées sur la face latérale d’un fruit ayant atteint le
stade récolte. Apres inoculation, les fruits ont été dispos€s dans une enceinte climatique régulée
a 25°C a 'intérieur de laquelle une atomisation d’eau permettait de maintenir une humidité
saturante. Au terme de 48 heures, les fruits ont €té transférés dans une chambre de maturation et
soumis pendant 24 heures a I’action de I’éthyléne (1000 pl/l), a la température de 32°C. Apres
5 jours de conservation a cette méme température, le diametre de chaque nécrose a été mesure,
et la moyenne calculée pour les 10 sites d’inoculation. On a alors élaboré un indice de pouvoir

pathogene (IP) calculé par rapport & une souche de référence :
Ip, = diamétre moyen des I€sions avec I’isolat x / diamétre moyen des I€sions avec la souche de référence.

1.3. Comparaison d’isolats obtenus a partir de piéces florales et de lésions
d’anthracnose

La comparaison a porté sur les caractéres culturaux et le pouvoir pathogéne, évalué sur

fruits verts blessés, de 990 isolats obtenus a partir de pieces florales et 358 isolats obtenus a partir
de lésions d’anthracnose.

40



Chapitre 2 : Etude des différents Colletotrichum associés au bananier

1.4. Caractérisation des isolats pathogénes et non pathogénes

Une sélection de 41 isolats non pathogenes et de 102 isolats pathogenes a été effectuée
(tableau 13). En particulier, tous les isolats pathogénes qui avaient une faible sporulation ont été
retenus. Les caractéres culturaux des isolats provenant de piéces florales ont €té observés a la
température de 25°C, aprés clonage, afin d’harmoniser les conditions d’observation avec les
isolats provenant de lésions d’anthracnose. Pour chaque isolat on a relevé les mensurations des
conidies et des appressoria, observé la morphologie des appressoria, et évalué le pouvoir
pathogéne sur des fruits non blessés.

Une Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) pour ces 143 isolats a été effectuée
en prenant en compte les 2 variables représentatives du pouvoir pathogeéne (évalué sur fruits
blessés et non blessés), les caracteres culturaux (aspect du mycélium, intensité de la sporulation,
croissance mycélienne), les mensurations des conidies (longueur et largeur), la longueur des
appressoria et le pourcentage d’appressoria lisses, légerement lobés ou trés lobés. Une deuxieme
analyse a été effectuée en excluant les variables représentatives du pouvoir pathogéne. Les AFC
permettent de décrire les liaisons entre des variables qualitatives et les ressemblances entre

individus. Les variables quantitatives ont été transformées en classes avant 1’analyse.

2. Résultats

2.1. Comparaison d’isolats obtenus a partir de piéces florales et de lésions

d’anthracnose

Une plus grande proportion d’isolats pathogenes a été obtenue & partir de lésions
d’anthracnose (97.5 %) comparée a la population de Colletotrichum sp isolée de piéces florales
(74 %). Nous avons considéré le test de pouvoir pathogéne sur fruits verts blessés comme étant
qualitatif, car un méme isolat peut induire des nécroses de taille variable en fonction de I’origine
des fruits (Frossard, 1970). On a considéré les isolats pathogeénes comme étant ceux qui formaient
une lésion. Tous ces isolats ont néanmoins formé des lésions de taille conséquente (entre 3 et 6
cm), contrairement aux autres qui n’ont pas induit la formation de nécroses.

Les isolats pathogénes ont en majorité un mycélium d’aspect ras ou moyennement
cotonneux, une sporulation moyennement importante ou abondante et une croissance rapide
(tableaux 14 et 15). Les isolats non pathogeénes ont des caractéres culturaux plus variables mais
ils forment un mycélium généralement trés cotonneux, ont une sporulation généralement faible
ou nulle, et une vitesse de croissance généralement faible (tableaux 14 et 15). Il faut toutefois
remarquer que les isolats non pathogenes obtenus a partir de Iésions d’anthracnose, méme si leur

nombre est peu €levé, ont une sporulation plus importante et un mycélium moins cotonneux que
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Tableau 13. Caractéristiques des isolats de Colletotrichum sp sélectionnés pour une
caractérisation plus approfondie

organe pathogene site plantation nombre d’isolats
d’isolement

pieces florales non Digue Adolphe 36
fruits non Mineurs Dormoy 5
pieces florales oui Digue Adolphe 18
fruit oui Douville Beauvarlet 1
fruit oui Neufchateau Cirad-Flhor 15
fruit oui Digue Adolphe 25
fruit oui Changy Lignieres 5
fruit oui Concession Héry 3
fruit oui Fromager Mirre 4
fruit oui Mineurs Dormoy 3
fruit oui Haute plaine Christophe )
fruit oui Palmiste Christophe 1
fruit oui Palmiste Mallenec 3
fruit oui Matouba Bertaud 1
fruit oul Matouba Colombo L2
fruit oul Matouba Abauzit 4
fruit oul Matouba Andypain 5




Tableau 14. Caracteres culturaux et pouvoir pathogéne de 990 isolats de Colletotrichum sp
obtenus a partir de piéces florales

type de mycelium® sporulation’ croissance a Sjours’
3 2 1 0 1 2 3 <50cm >50cm
isolats 18 121 592 1 5 72 653 ks 654
pathogénes”
isolats non 214 43 2 62 179 14 4 226 33
pathogeénes

¥ le pouvoir pathogéne a été évalué sur des fruits verts blessés

* 1, mycélium ras ; 2, mycélium moyennement cotonneux ; 3 mycélium trés cotonneux

¥ 0, absence de sporulation ; 1, sporulation faible ; 2, sporulation moyennement importante ; 3,
sporulation abondante

% croissance mesurée a ’obscurité, a 22°C

Tableau 15. Caractéres culturaux et pouvoir pathogéne de 358 isolats de Colletotrichum sp
obtenus & partir de 1ésions d’anthracnose

type de mycelium* sporulation” croissance a Sjours®
3 2 1 0 1 2 3 <60cm >60cm
isolats 15 L8e b 11 3 65 236 8 e |
pathogénes”
isolats non ! 4 0 1 0 6 2 8 1
pathogénes

¥ le pouvoir pathogéne a été évalué sur des fruits verts blessés

%1, mycélium ras ; 2, mycélium moyennement cotonneux ; 3 mycélium trés cotonneux

Y0, absence de sporulation ; 1, sporulation faible ; 2, sporulation moyennement importante ; 3,
sporulation abondante

Z croissance mesurée a ’obscurité, a 25°C



Chapitre 2 : Etude des différents Colletotrichum associés au bananier

la majorité des isolats non pathogénes.
Pour un méme isolat, les caractéres culturaux ne sont pas toujours stables, notamment en
ce qui concerne ’intensité de la sporulation et I’aspect du mycélium, parfois au sein d’une méme

culture (sectorisation). Des variations extrémes sont toutefois peu fréquentes.

2.2. Caractérisation des isolats pathogénes et non pathogénes

L’AFC qui prend en compte toutes les variables permet de montrer que les isolats se
structurent en trois groupes distincts (figure 15) : un premier groupe comprend 6 isolats non
pathogénes (groupe 1), un second est composé des 35 autres isolats non pathogénes (groupe 2),
et le troisiéme est composé des 102 isolats pathogénes (groupe 3). Cette ségrégation s’effectue
surtout sur ’axe 1 qui est principalement représentatif des isolats qui ne forment pas de Iésions
sur les fruits verts blessés, ont un indice de pouvoir pathogéne inférieur a 0.5, une croissance
mycélienne inférieure a 60 mm, et qui forment des appressoria lisses ou légerement lobés. Ces
modalités se rangent sur la partie gauche de I’axe et s’opposent aux autres modalités. L’axe 2
représente surtout les isolats qui ont des conidies de moins de 4.5 pm de large, des appressoria
de taille inférieure a 6 pm et dont moins de 5% sont légeérement lobés. Ces modalités se situent
sur la partie supérieure de I’axe 2. Cette structuration en trois groupes est encore observable
lorsque les variables représentatives du pouvoir pathogeéne sont exclues, méme si les groupes 2
et 3 sont alors un peu plus imbriqués (figure 16).

Les tests de pouvoir pathogéne permettent de discriminer les trois groupes d’isolats. Ceux
du groupe 1 ne forment jamais de lésions, ceux du groupe 2 forment de petites lésions sur les
fruits non blessés traités a I’éthyléne, ceux du groupe 3 forment de larges Iésions quel que soit le
type de test (figure 17).

La croissance mycélienne permet aussi de différencier ces trois groupes, les isolats du
groupe 1 ayant une croissance inférieure a 40 mm, ceux du groupe 2 une croissance comprise
entre 40 et 60 mm, et ceux du groupe 3 une croissance supérieure a 60 mm (figures 18 et 19).

La morphologie des appressoria permet aussi de discriminer ces trois groupes. Les
appressoria des isolats du groupe 1 sont majoritairement lisses, jamais tres lobés et de taille
inférieure a 5.5 um ; les isoltats du groupe 2 ont des appressoria lisses @ moyennement lobés,
rarement tres lobés et de taille comprise entre 5.5 et 7.5 um ; les appressoria des isolats du groupe
3 se caractérisent par une proportion plus importante ayant une forme trés lobée et sont de taille
plus grande, comprise entre 6 et 9 um (figures 19 et 20). Par ailleurs, les appressoria des isolats
pathogenes sont plus fortement mélanisés que ceux des isolats non pathogénes.

Les mensurations des conidies sont treés variables et ne permettent pas de différencier les
isolats de ces trois groupes si ce n’est que les isolats du groupe 1 se distinguent par des conidies

plus étroites dont la largeur est inférieure a 4.4 um (figure 21). Ces conidies se différencient aussi
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Figure 15. Analyse Factorielle des Correspondances effectuée sur tous les descripteurs
observés (11 variables), pour les 143 isolats de Colletotrichum sp
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Figure 16. Analyse Factorielle des Correspondances effectuée en excluant les variables
représentatives du pouvoir pathogéne (9 variables), pour les 143 isolats de Colletotrichum sp



Figure 17. Comparaison du pouvoir pathogéne des isolats de Colletotrichum sp
des trois groupes, sur fruits verts blessés et fruits non blessés traités a 1'éthyléne

Fruits verts blessés inoculés par
différents types d’isolats

Fruits non blessés, inoculés par
différents types d’isolats, puis
soumis a ’action de I’éthylene

isolat du groupe 3

isolat du groupe 2

isolat du groupe 1

isolat du groupe 3

isolat du groupe 2

isolat du groupe 1
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Figure 19. Croissance mycélienne (4 jours de culture a 25°C) et caractéristiques morphologiques
des appressoria et des conidies représentatives des trois groupes d’isolats de Colletotrichum sp
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Figure 20. Représentation des caractéristiques morphologiques des appressoria pour les trois
groupes d’isolats de Colletotrichum sp
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Figure 21. Mensurations des conidies pour les trois groupes d’isolats de Colletotrichum sp.
Les moyennes et leur intervalle de confiance sont représentés.



Figure 22. Caractéres culturaux des trois groupes d’isolats de Colletotrichum sp
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des autres par leur forme obtuse aux deux extrémités, contrairement a celles des autres isolats
dont les extrémités sont arrondies (figure 19). Les isolats du groupe 2 ont généralement des
conidies plus longues et moins larges que les isolats du groupe 3, mais ce caractére n’est pas trés
distinctif.

L’aspect du thalle et I’intensité de la sporulation sont des caractéres moins discriminants
que les autres car ils sont tres variables. Toutefois, les isolats du groupe 1 ont toujours le méme
morphotype (figure 22), et on retrouve les grandes caractéristiques citées précédemment pour les

isolats pathogenes et non pathogenes.

3. Discussion

Les résultats obtenus confirment bien I'idée que les populations de Colletotrichum
étudiées précédemment par différents auteurs ne représentaient pas uniquement les populations
pathogenes, ni I’espece C. musae, les isolats provenant le plus souvent de feuilles, de bractées ou
de couronnes (Ashby, 1931 ; Simmonds & Mitchell, 1940 ; Kaiser & Lukezic, 1966 ; Quimio,
1976). Au cours de cette étude il a été possible d’isoler des souches non pathogénes & partir de
Iésions d’anthracnose. C’est le traitement a 1’éthyléne, utilisé pour induire la maturation des fruits,
qui a entrainé la formation de nécroses par ces isolats qui ne sont pas pathogénes lorsqu’on les
inocule a des fruits verts blessés. Cette modification du pouvoir pathogéne sous I’action de
I’éthyléne rappelle I’apparition de lésions d’anthracnose sur les agrumes, provoquées par C.
gloeosporioides, uniquement lorsque les fruits sont traités a 1’éthyléne pour homogénéiser la
coloration externe des fruits (Brown & Barmore, 1977). Dans notre étude, ces isolats ne
représentent que 2.5% de ceux qui ont été obtenus a partir de lésions d’anthracnose. Ils sont
toutefois tous issus de la méme parcelle ot ils représentent 54% des isolats. Cela montre que dans
certaines conditions, lorsque les fruits sont traités a I’éthyléne, ces isolats peuvent constituer une
part non négligeable des populations a I’origine des I€sions d’anthracnose.

Le choix du test de pouvoir pathogéne sur fruits verts blessés est celui qui permet de
mieux discriminer les isolats fortement pathogenes. Les isolats qui sont pathogeénes sur fruits verts
blessés forment toujours des lésions importantes quel que soit le type de test effectué. Les tests
de pouvoir pathogéne effectués sur fruits mirs (Quimio, 1976), pédoncule (Simmonds & Mitchell,
1940) ou couronne (Kaiser & Lukezic, 1966) sont beaucoup moins discriminants. En effet,
lorsqu’on inocule des isolats des groupes 1 et 2 a des fruits miirs (blessés ou pas) ou sur des
couronnes, dans tous les cas des nécroses se développent, méme si elles sont de taille
significativement inférieure a celles induites par les isolats du groupe 3.

Plusieurs critéres permettent de différencier I’ensemble des isolats étudi€s en trois groupes
distincts. Les isolats pathogénes (groupe 3) se différencient relativement bien des autres. Ils se

caractérisent, tout d’abord, par une vitesse de croissance mycélienne nettement plus rapide que
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celle des autres isolats. Ce caractere est signalé comme étant distinctif des isolats pathogenes du
genre Musa au sein du complexe C. gloeosporioides (von Arx, 1957 ; Lourd, 1982 ; Baxter et
al., 1983). Ces isolats se distinguent aussi par la morphologie de leurs appressoria qui sont
généralement tres lobés, rarement lisses et fortement mélanisés. Ces caractéres morphologiques
ont été décrits comme étant caractéristiques de C. musae par différents auteurs (Cox & Irwin,
1988 ; Hayden et al., 1994). On retrouve aussi chez ces isolats le morphotype le plus couramment
décrit par divers auteurs ayant étudié les populations de Colletotrichum sp présentes sur le
bananier : un mycélium peu fourni et une sporulation abondante qui confére aux colonies leur
couleur orangée (Ashby, 1931 ; Simmonds & Mitchell, 1940 ; Kaiser & Lukezic, 1966 ; Yang &
Chuang, 1991), méme si ces caractéres sont parfois instables. C’est en considérant tous ces
éléments de caractérisation que nous proposons de regrouper les isolats du groupe 3 au sein de
I’espeéce C. musae.

Les isolats non pathogénes se répartissent en deux groupes que nous considérons comme
représentatifs des especes C. acutatum, pour le groupe 1, et C. gloeosporioides, pour le groupe
2.

Les isolats du groupe 1 se singularisent par leur faible croissance mycélienne. Des études
conduites sur pé€cher, pommier et noix de Pecan (Bernstein et al., 1995), sur fraisier (Gunnel &
Gubler, 1992), et sur agrumes (Agostini & Timmer, 1994 ; Brown et al., 1996) ont montré que
les isolats de C. acutatum avaient une croissance mycélienne inférieure a celle des isolats de C.
gloeosporioides. Ces isolats du groupe 1 ont aussi des conidies obtuses a leurs deux extrémit€s,
un caractere considéré comme distinctif de I’espece C. acutatum (Hindorf, 1970 ; von Arx, 1981
; Baxter et al., 1983 ; Sutton, 1992 ; Bernstein ez al., 1995). Par ailleurs, les conidies des isolats
de ce groupe sont plus étroites que celles des autres isolats. C’est également un autre caractére
décrit chez I’espece C. acutatum (Hindorf, 1970 ; Baxter et al., 1983 ; Gunnel & Gubler, 1992
; Hayden et al., 1994 ; Bernstein et al., 1995). Enfin, les isolats de ce groupe présentent des
appressoria lisses comme les décrivent Hayden et al. (1994) pour I’espece C. acutatum.

Les caracteres décrits pour les isolats du groupe 2 sont compatibles avec la description,

aussi large soit-elle, de I’espece C. gloeosporioides.

L’existence d’un complexe d’especes de Colletotrichum sur un méme hote, associant en
particulier C. gloeosporioides et C. acutatum, a déja été décrite. Ainsi, sur noix de Pecan, pécher
et pommier, deux types d’isolats ont été identifiés comme pathogénes sur chacun des hotes. Les
isolats dont les cultures sont généralement grises appartiennent a I’espece C. gloeosporioides et
les autres, de coloration rose, a I’espéce C. acutatum (Bernstein et al., 1995). Dans le cas de
’anthracnose des baies de caféier, quatre morphotypes ont été observés, dont un seul, pathogéne
sur baies (Gibbs, 1969), a été assimilé a ’espece C. kahawae (Waller et al., 1993). 11 a aussi été

montré que les isolats correspondant a deux des autres morphotypes appartiennent a ’espéce C.
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gloeosporioides et ceux correspondant au troisieéme a I’espece C. acutatum (Hindorf, 1970). Dans
le cas des agrumes, trois types d’isolats de Colletotrichum sp ont été mis en évidence. Des isolats
a croissance lente et de couleur orange (SGO) sont pathogénes sur fleurs et responsables de la
chute précoce des fruits, tandis que les isolats a croissance rapide et de couleur grise (FGG) ne
sont pas pathogénes. Enfin, d’autresisolats sont spécifiquement responsables de I’anthracnose de
la lime (KLA) et sont pathogénes également sur feuilles et fleurs. Des études récentes ont permis
de montrer que les souches SGO et KLA sont tres proches et appartiennent & I’espece C.
acutatum, tandis que les souches FGG appartiennent a I’espece C. gloeosporioides (Brown et al.,
1996). Enfin, deux especes, C. gloeosporioides et C. acutatum, sont aussi impliquées dans
’anthracnose de la mangue (Waller, 1992), et trois especes C. gloeosporioides, C. acutatum et
C. fragariae sont a I’origine des lésions d’anthracnose sur la fraise (Gunnell & Gubler, 1992).
Les résultats de cette étude sur le bananier, ainsi que ceux obtenus sur d’autres modéles
d’anthracnose, montrent bien les risques importants de confusion entre les espéces de
Colletotrichum pathogénes et non pathogenes, et surtout I’intérét d’une étude exploratoire pour
une analyse des populations au sein d’un éventuel complexe d’espéce. A titre d’illustration, on
peut citer le cas de cet isolat qui, isolé de bananier et introduit dans la collection de I’International
Mycological Institute (IMI 165753) en tant que référence de I’espéce C. musae (Sherriff et al.,
1994), a ensuite été asssimilé a ’espece C. acutatum (Bailey et al., 1996). De méme, Rodriguez
& Owen (1992) ont décrit une forme parfaite obtenue in vitro a partir d’isolats de C. musae
provenant de fruits, sans que soit précisé le type de I€sion (pourriture de couronnes ou lésion
d’anthracnose). Or, les résultats présentés dans notre étude montrent qu’il est possible d’obtenir
des isolats de I’espéce C. gloeosporioides a partir de lésions de fruits et probablement plus
fréquemment encore a partir des couronnes. Compte tenu de I’absence de description des isolats
utilisés, il n’est pas improbable que la forme parfaite décrite par ces auteurs soit G. cingulata, la

forme parfaite associée a C. gloeosporioides, et non G. musarum.

Cette analyse exploratoire des especes de Colletotrichum associées au bananier montre
bien I’intérét de conduire ultérieurement une étude de populations plus fine a I’aide de marqueurs
discriminants, notamment par I’utilisation de marqueurs moléculaires. Une telle étude permettra
de statuer définitivement sur le positionnement taxonomique des espéces non pathogénes et celles
impliquées dans le développement des lésions d’anthracnose. Toutefois, dans le cadre de notre
étude, les descripteurs biologiques utilisés nous ont semblé suffisants pour caractériser les isolats
pathogenes, assimilés a ’espéce C.musae, qui constituent la population sur laquelle notre intérét

s’est porté tout au long de nos travaux.
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Chapitre 3 : Mise en évidence de différents facteurs environnementaux et agrotechniques
sur les niveaux de contamination des fruits et leur sensibilité a I’anthracnose

Une enquéte agrodiagnostique a été réalisée dans les conditions de la culture industrielle
du bananier pour déterminer I’effet de la diversité des conditions pédoclimatiques et des
techniques culturales sur les niveaux de contamination des fruits par C. musae. Ce niveau de
contarmination représente la quantité d’éléments infectieux, que sont les structures quiescentes,
a la surface des fruits. L’objectif de cette démarche exploratoire a nos travaux était d’évaluer la
variabilit¢ des niveaux de contamination des fruits et de la relier a posteriori a plusieurs
paramétres dont on jugera le poids explicatif. Par ailleurs, ’observation de I’intensité de
I’expression parasitaire dans des conditions environnementales bien tranchées devait également
fournir des €léments de réponse a diverses hypotheses déja formulées. L’objectif de cette enquéte
était donc de rassembler des éléments permettant de bien positionner le probléme de I’anthracnose
des bananes dans le contexte particulier de la Guadeloupe, et d’élaborer en réponse une

programmation de recherches cohérente.

1. Matériel et méthodes

Cette enquéte fait suite a une étude précédente, réalisée en 1987, pour hiérarchiser I’action
des facteurs du milieu et des techniques culturales sur la productivité des bananiers en Guadeloupe
(Dorel & Perrier, 1990). Ce travail avait permis d’affiner la méthodologie d’enquéte sur le plan
des critéres d’étude de la plante et des méthodes d’analyse statistique, mais surtout de caractériser
les différentes situations pédoclimatiques dans lesquelles la culture du bananier est pratiquée en
Guadeloupe. Nous avons utilisé la connaissance du milieu et de son influence sur la culture pour
définir une typologie des parcelles utilisées pour notre enquéte. Chaque parcelle représente un
peuplement végétal qui a subi les mémes effets du milieu et sur lequel les mémes pratiques

culturales ont été mises en oeuvre.

1.1. Sélection des parcelles étudiées

Cette enquéte a été réalisée au cours de la saison connue comme étant la plus propice a
la manifestation de la maladie (dernier trimestre de I’année). Pour que les parcelles étudiées soient
soumises 4 une méme influence saisonniere, le premier critére de sélection était un méme
positionnement de la date de floraison au mois de septembre.

Le choix des situations pédoclimatiques a été calqué sur la connaissance du milieu acquise
au cours de la premiére enquéte sur la hiérarchisation des facteurs du rendement. Sur un petit
territoire, la Guadeloupe offre une grande diversité de situations (tableau 16). Les différentes
zones s’établissent en fonction de I’altitude qui conditionne le niveau d’évolution des sols. En
effet, la pluviométrie augmente avec I’altitude. Par ailleurs, I’exposition au vent (la cdte au vent

étant plus arrosée a altitude égale) et la nature volcanique ou sédimentaire de la roche mére (tufs
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calcaires des vertisols de la Grande Terre) sont aussi des éléments déterminants de la zone
pédoclimatique.

Le troisiéme critére de sélection des parcelles concernait les techniques culturales. Les
enquétes précédentes ont permis de déterminer qu’il fallait un échantillon minimum de 80 & 100
parcelles pour étudier I’effet des techniques culturales sur un facteur donné (Perrier,
communication personnelle). Cette sélection n’a donc concerné que les andosols de la cote au
vent, les sols a halloysites et les sols ferralitiques. En effet, ces trois types de sols représentent
environ 80% de la bananeraie Guadeloupéenne et il n’était pas réalisable de dépasser la centaine
de parcelles échantillonnées. Les techniques culturales étudiées concernaient 1’alimentation
minérale et hydrique de la plante, la qualité de I’enracinement, et I’ensemble des pratiques
effectuées au champ par le planteur.

Au total, 106 parcelles ont été étudi€es (tableau 16).

1.2. Description générale de I’étude

Cette étude s’est déroulée en deux temps. A la floraison, 20 bananiers par parcelle ont été
sélectionnés au stade de floraison ‘doigts horizontaux’. Une attention particuliére a été portée a
I’homogénéité du stade de floraison et des bananiers sélectionnés afin que ces derniers soient le
plus uniforme possible au moment de la récolte.

Les opérations effectuées couramment par les planteurs ont été réalisées pour se
rapprocher des conditions réelles : dégagement des feuilles qui entourent le régime, pose d’une
gaine plastique et repérage par une marque de couleur, élimination du bourgeon male.

Tous les fruits d’une méme parcelle ont été récoltés le méme jour. Les régimes ont été
récoltés lorsque le fruit externe médian de la main n°4 avait un calibre de 34 mm, en utilisant un
modele de prévision de récolte basé sur la loi d’action de la température (Ganry, 1978). La
troisiéme main, considérée comme étant représentative du régime entier (Turner & Rippon,
1973), a été prélevée. Tous les fruits de cette main sont considérés comme identiques exceptés
les fruits externes qui n’ont pas été utilisés. Toutefois, les différents critéres d’étude ont toujours
été observés sur des fruits qui avaient la méme position sur la main. En fonction de la zone

pédoclimatique les fruits ont été récoltés entre 75 et 120 jours aprés la floraison.

1.3. Caractéristiques agronomiques

Plusieurs critéres définis antérieurement (Dorel & Perrier, 1990) et permettant de
caractériser la plante et le rendement de la culture ont été observés a la floraison. Ces critéres
concernent la nutrition minérale (prélevement d’un échantillon de sol et diagnostic foliaire sur la

feuille n°3), les critéres de rendement du bananier (morphométrie de la feuille, circonférence du
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Tableau 16. Types de situations pédo-climatiques sélectionnées pour ’enquéte de diagnostic

type de sol nombre altitude pluviométrie
de parcelles (m) annuelle (mm)

vertisols 6 0-40 600-1000

sols ferralitiques 10 30-200 2000-3000

sols a halloysites 44 0-100 2000-2500

andosols de la cote 32 100-300 3000-3500

au vent

andosols perhydratés 3 300-500 >4000

de la cote au vent

andosols de la cote 7 400-600 3000-3500

sous le vent

andosols perhydratés 4 600-800 >5000

de la cote sous le vent
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pseudo-tronc & 1 m, nombre de mains et nombre de doigts du régime), I’observation d’un profil
cultural et du nombre de nématodes sur un échantillon de racines afin de caractériser
I’enracinement du bananier.

Un questionnaire agronomique a été rempli avec les planteurs, afin de disposer
d’informations sur les apports d’intrants et de connaitre I’ensemble des itinéraires techniques mis
en oeuvre au cours de I’année écoulée sur les parcelles.

Enfin, les caractéristiques suivantes ont été observées a la récolte sur les fruits verts ou
mirs : (1) une description pomologique (couleur, longueur externe, grade, longueur et diamétre
du pédoncule) ; (2) des caractéristiques mécaniques (fermeté de la peau, dureté de la peau et de
la pulpe) ; (3) des caractéristiques physiologiques (DVV) ; (4) des analyses minérales et
organiques de la peau et de la pulpe.

1.4. Mesure des niveaux de contamination des fruits

Nous avons estimé les niveaux de contamination par la quantité de nécroses individualisées
sur les fruits mirs, en admettant une relation d’équivalence entre le nombre de structures
quiescentes et ce nombre de 1ésions. Un fruit par régime a €té prélevé en position médiane sur le
rang externe de la main n°3. Les 20 fruits obtenus par parcelle ont été stockés 5 jours a 13°C, puis
leur maturation a €té induite par un traitement de 24 h avec une dose d’éthylene de 1200 pl/l a
température ambiante. Les fruits ont ensuite été aérés et conservés durant 10 jours dans les
mémes conditions de température. On a alors mesuré le nombre de nécroses par fruit (NNEC).
Chaque parcelle a été caractérisée par la moyenne du nombre de nécroses par fruit (MNEC, qui
caractérise la sévérité de la maladie au niveau de la parcelle) et par le pourcentage de fruits
nécrosés (pF1N, qui caractérise I’incidence de la maladie au niveau de la parcelle) ou avec plus

de 5 nécroses (pF5SN, une variable hybride entre la sévérité et I’incidence).
1.5. Evaluation de la sensibilité des fruits a I’anthracnose

Deux fruits sur le rang interne de la troisieme main ont été inoculés sur pied, au stade
floraison. La surface du fruit a été lavée avec de I’alcool a 50%, puis une gouttelette de 25 ul
d’une suspension de C. musae, calibrée a 10° conidies/ml, a été déposée au centre d’une zone
identifiée. Une pastille de papier Whatman de 5 mm a été déposée sur la gouttelette puis
recouverte d’un coton humide maintenu en place avec un film plastique. La méme souche de C.
musae, sensible au thiabendazole, a toujours été utilisée. A la récolte, la zone d’inoculation de ces
deux fruits a été légérement meurtrie en effectuant une compression standardisée. Cette derniere
a été réalisée avec un piston a bout arrondi, de 1 cm de diamétre, qui exercait, durant 4 secondes

et avec une vitesse de 5 mm/s, une déformation de 15% du diamétre du fruit. Le piston était piloté
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par un analyseur de texture TA-XT2 couplé au logiciel X-TRAD. Apres la blessure, un des fruits
a fait ’objet d’un trempage durant 1 minute dans une bouillie de thiabendazole (500 mg/l), I’autre
était un témoin non-traité. Les fruits ont ensuite été conservés 10 jours & 13°C dans une enceinte
climatique, puis transférés dans une autre enceinte régulée a 20°C pendant 10 autres jours. Au
terme de ces 20 jours la longueur (L) et la largeur (I) des nécroses ont été mesurées pour chacun
des deux fruits. On a alors calculé la surface des nécroses (SDN = (LxI) x 1/4), pour les fruits non
traités (SDN,) et pour les fruits traités (SDN,). Chaque parcelle a ainsi été caractérisée par la

moyenne de ces deux parametres.

1.6. Analyse statistique

Une premiére exploration de groupes de données (analyses binaires, ACP, AFC) a permis
d’identifier certaines variables comme étant descriptives de ces groupes de données ou comme
ayant une relation avec le facteur étudié. Nous avons ensuite hiérarchisé les différents parametres
qui ont une influence potentielle sur les niveaux de contamination des fruits. Pour cela, ils ont été
répartis en classes pour une analyse en segmentation. Cette méthode permet de décrire les
relations entre une variable a expliquer (MNEC, la moyenne du nombre de nécroses par fruit
d’une parcelle) et des variables explicatives qualitatives (ou rendues qualitatives par un découpage
en classes). La segmentation construit un arbre binaire par divisions successives de I'échantillon
étudi€. La division retenue pour un ensemble d'observations est celle qui, parmi toutes les
dichotomies possibles de toutes les variables, maximise la variance entre les 2 groupes fils. La
procédure est réitérée indépendamment sur chaque groupe fils, jusqu'a satisfaire un critére d'arrét
fixé a priori. La qualité de la division est évaluée par la probabilité du ¢ de Student entre les
moyennes des 2 groupes. Cette méthode présente I'intérét de donner une hiérarchisation des
facteurs explicatifs, caractérisée par leur ordre d'apparition. Conformément a la réalité, cette
hiérarchie peut varier sur les différentes branches de 'arbre. Les critéres d'arrét sont fixés de telle
sorte qu'une division est rejetée si l'effectif d'un groupe fils est inférieur a 5, ou si la probabilité
de la différence des moyennes des 2 groupes est supérieure a 10%. Les segmentations de
quatrieme ordre n’ont pas €té retenues en raison des faibles niveaux de modalités encore

représentés a ce stade de I’analyse.

Les variables qui ont été utilisées pour cette analyse en segmentation sont décrites dans
le tableau 17. La température n’est pas apparue comme un facteur intéressant a conserver pour
les trois types de sols étudiés (andosols de la cote au vent, sols a halloysites et sols ferralitiques),

car trop peu de différences ont été observées entre les parcelles.
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Tableau 17. Liste des variables et de leurs modalités, utilisées pour I’analyse en segmentation du
nombre de nécroses moyen (MNEC) sur 82 parcelles

variables modalité 1 modalité2 modalité 3 modalité 4
facteurs du milieu
altitude (m) 15-40 41-80 81-150 > 150
type de sol* acv fer hal
pluviométrie cumulée durant I’IFC (mm) <600 601-750 751-1000 > 1000
pluviométrie cumulée durant les 35 premiers jours de <250 251-350 351-450 > 450
floraison (mm)
nombre de jours avec une pluviométrie > 5 mm 8-13 14-20 21-30
nombre de jours consécutifs avec une pluviométrie > 3-6 7-9 10-17
S mm
précédent cultural banane autre
facteurs techniques
cultivar Grande Naine Poyo
qualité de I’entretien des parcelles (nettoyage, mauvais moyen bon
élimination des vieilles feuilles)
nombre de mois de culture 6-24 25-36 >36
nombre de traitements aériens effectués contre la 0 1 2 3
cercosporiose durant I’[FC
nombre de traitements aériens effectués contre la 0 1 2
cercosporiose durant les 35 premiers jours de
floraison
quantité d’azote apportée par le planteur (g) <100 101-200 201-300 301-1200
mode d’irrigation absence goutte a aspersion
goutte

* acv, andosol de la cote au vent; fer, sol ferralitique; hal, sol brun rouille a halloysite
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2. Résultats

2.1. Mise en évidence d’une variabilité des niveaux de contamination des fruits

2.1.1. Considérations générales

Sur ’ensemble des 1915 fruits observés, 70% présentaient au moins une nécrose et 34%
avaient plus de 5 nécroses. La valeur moyenne du nombre de nécroses par fruit est de 6.8 sur
I’ensemble des 106 parcelles. 11 a été noté de fortes hétérogénéités entre fruits, sur lesquels on a
pu observer de 0 & 135 taches. On a également relevé une grande variabilité entre parcelles, la
moyenne du nombre de nécroses variant de 0.1 a 42. La représentation des pourcentages de fruits
nécrosés et des moyennes de nécroses par fruit en fonction des types de sols permet d’apprécier
I’effet du milieu sur les niveaux de contamination des fruits (tableau 18 et figures 23 et 24). Au
vu de ces répartitions, il ressort que les niveaux de contamination sont plus faibles sur les fruits
provenant des parcelles situées sur les vertisols et les andosols de la cote sous le vent. En
revanche, il est observé une grande variabilité au sein de la zone des andosols de la cote au vent,

et de celle des sols a halloysites et ferralitiques.

2.1.2. Analyse en segmentation

L’analyse en segmentation a porté sur 82 parcelles situées sur des andosols de la cote au
vent, des sols a halloysites et des sols ferralitiques.

L’analyse fait ressortir que le niveau d’entretien de la parcelle (nettoyage, élimination des
vieilles feuilles) est le premier facteur permettant d’expliquer la moyenne du nombre de nécroses
par fruit (MNEC, figure 25). Les fruits issus des 14 parcelles les plus mal entretenues (groupe
2) ont environ deux fois plus de nécroses (MNEC = 14.5) que les 68 autres parcelles (groupe 1,
MNEC = 6.7). Ce groupe de parcelles mal entretenues est trés hétérogéne avec MNEC variant
de 0,4 a 42.

En ce qui concerne le groupe 1, c’est I'irrigation qui apparait comme deuxi€éme niveau de
segmentation. Les niveaux de contamination sont plus élevés pour les parcelles non-irriguées
(groupe 4, 32 parcelles avec MNEC = 8.3) que pour les parcelles irriguées (groupe 3, 36
parcelles avec MNEC = 5.3).

En troisiéme niveau de segmentation, le groupe 4 est divisé selon le type de sol : les
niveaux de contamination sont plus faibles pour les parcelles non-irriguées situés sur des sols a
halloysites ou ferralitiques (groupe 9) que pour celles qui sont situées sur des andosols de la cote
au vent (groupe 10). Sur I’autre branche de I’arbre de segmentation, le groupe 3, uniquement

constitué¢ de parcelles situées sur des sols a halloysite est divisé en fonction du nombre de
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Tableau 18. Variabilité des niveaux de contamination des fruits observée sur les différents types de
sols.

vertisols sols a halloysites ~ andosols de la c6te  andosols de la cote
et ferralitiques au vent sous le vent

nombre de nécroses
par fruit*
moyenne 1.3 7.0 8.6 3.1
écart-type 1.4 59 7.9 3.7
Pourcentage de fruits
nécrosés*
moyenne 39.2 73.8 75.6 42.1
écart-type 22.5 18.2 20.7 21.7
pourcentage de fruits
avec plus de S nécroses*
moyenne 59 35.8 40.4 17.0
écart-type 6.7 21.7 24.9 16.2

* moyennes calculées sur toutes les parcelles

Tableau 19. Variabilité de la sensibilité des fruits observée sur les différents types de sols.

vertisols sols a halloysites andosols de la cote  andosols de la cote
et ferralitiques au vent sous le vent

surface des nécroses
sur fruits non traités*
moyenne 497 757 634 444
écart-type 123 200 165 143
surface des nécroses
sur fruits traités*
moyenne 170 171 144 62
écart-type 36 99 61 40

* moyennes calculées sur toutes les parcelles
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Figure 23. Représentation des effectifs dans les classes de nombre moyen de nécrose par
fruit (MNEC) pour les parcelles situées sur un type de sol donné (M) par rapport aux
effectifs de I’ensemble des 106 parcelles étudi€es ([J). Le chiffre au dessus de chaque barre
correspond a I’effectif total des parcelles étudi€es dans la classe de MNEC correspondante
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Figure 24. Représentation des effectifs dans les classes de pourcentage de fruits nécrosés
(pFIN) pour les parcelles situées sur un type de sol donné () par rapport aux effectifs de
I’ensemble des 106 parcelles étudiées (OI). Le chiffre au dessus de chaque barre correspond
a I’effectif total des parcelles étudi€es dans la classe de pF1N correspondante
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traitements effectués contre la cercosporiose . Les parcelles qui ont été traitées au moins une fois
pour lutter contre la cercosporiose (groupe 7) ont un niveau de contamination moins élevé que

les autres (groupe 8).
2.2. Mise en évidence d’une variabilité de la sensibilité des fruits a ’anthracnose

La sensibilité des fruits a été appréciée par la surface des nécroses mesurée sur des fruits
inoculés au champ et blessés a la récolte, en absence (SDN;) ou en présence (SDN,) d’un
traitement fongicide. La sensibilité des fruits varie fortement comme en témoignent les valeurs
extrémes mesurées pour la SDN,, (145 4 1084 mm?) et pour la SDN,, (26 4 568 mm?). Les facteurs
du milieu semblent avoir une influence importante sur I’expression parasitaire. En particulier, les
nécroses sont moins intenses sur les andosols de la cte sous le vent, surtout lorsque les fruits ont
été traités au thiabendazole (tableau 19, figures 26 et 27). D’importantes variations ont aussi été
observées entre les parcelles situées sur un méme type de sol, notamment sur les andosols de la

cOte au vent et sur les sols a halloysites et ferralitiques (figures 26 et 27).

3. Discussion

Ce sont les techniques culturales (entretien sanitaire de la plantation) qui ont la plus forte
influence sur les niveaux de contamination des fruits. Les fruits issus des parcelles les plus mal
entretenues sont les plus fortement contaminés. Ce résultat est a rapprocher des observations de
Simmonds & Mitchell (1940) qui ont montré que I’incidence de I’anthracnose était fortement liée
au nombre de feuilles sénescentes présentes sur les bananiers. Les conclusions de cette enquéte
confortent cette idée qui indique I’'impact que pourrait avoir une lutte prophylactique dans le
contrdle de la maladie. Cependant, pour que cette lutte prophylactique soit pertinente, il convient
d’identifier plus précisément les sources d’inoculum efficace pour la pollution des fruits, autres
que les feuilles. Si cette enquéte de terrain laisse supposer que les feuilles sénescentes ont un role
important, il convient de s’intéresser aux autres sources potentielles d’inoculum, et en particulier
aux pieces florales. Par ailleurs, dans le cadre d’une approche prophylactique, il apparait
indispensable de préciser les modalités qui conduisent a la dynamique de contamination des fruits

au cours de leur croissance afin de positionner, de fagon adéquate, les interventions au champ.

D’une fagon surprenante, le deuxiéme niveau de segmentation oppose des parcelles non-
irriguées, pour lesquelles les nécroses sont plus nombreuses, aux parcelles irriguées. Il y a peu de
raisons que I’irrigation permette d’expliquer ces différences. En effet, cette étude se situe au cours
d’une période particulierement pluvieuse durant laquelle le recours a I’irrigation n’a pas été

nécessaire. Il faut toutefois remarquer que le groupe de parcelles non-irriguées comporte des
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Figure 26. Représentation des effectifs dans les classes de surface moyenne des
nécroses sur fruits non traités au thiabendazole (SDN,) pour les parcelles situées sur un
type de sol donné (M) par rapport aux effectifs de I’ensemble des 106 parcelles €tudiées
(O). Le chiffre au dessus de chaque barre correspond a I’effectif total des parcelles
étudiées dans la classe de SDN, correspondante
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Figure 27. Représentation des effectifs dans les classes de surface moyenne des
nécroses sur fruits traités au thiabendazole (SDN,) pour les parcelles situées sur un type
de sol donné (M) par rapport aux effectifs de I’ensemble des 106 parcelles étudiées (OJ).
Le chiffre au dessus de chaque barre correspond a I’effectif total des parcelles étudiées
dans la classe de SDN, correspondante
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parcelles situées sur andosols (I’irrigation n’y est pas nécessaire car la pluviométrie est plus
élevée) et des parcelles situées sur sols a halloysites. Ainsi, cette variable irrigation pourrait
traduire ici, a la fois des critéres climatiques (la pluviométrie) et probablement des criteres
d’entretien de la plantation. En effet, les parcelles situées sur des sols a halloysites et qui ne sont
pas irriguées, alors que I’irrigation est nécessaire sur ce type de sol, sont peu intensifiées. Par
ailleurs, si I’irrigation n’avait pas été retenue en deuxiéme niveau de segmentation, ce sont des
variables climatiques (le nombre de jours avec une pluviométrie > 5 mm ou la pluviométrie
cumulée durant I’JFC) qui auraient permis ce nouveau découpage en associant a chaque fois les
faibles modalités de pluie avec les faibles niveaux de contamination. En troisiéme niveau de
segmentation c’est le type de sol, reflet du climat de la zone, qui est discriminant. Ainsi,
I’irrigation et le type de sol semblent traduire a la fois des facteurs du milieu (la pluviométrie) et
techniques (I’entretien de la parcelle). Si la pluviométrie n’apparait pas directement comme
variable explicative, c’est probablement en raison de la localisation des stations climatiques par
rapport aux parcelles étudiées (maillage trop lache). La méme enquéte a ét€¢ menée en Martinique,
sur 107 parcelles. Si le premier niveau de segmentation était toujours la qualité de I’entretien de
la parcelle, c’est bien la pluviométrie cumulée durant I'IFC qui intervenait en deuxiéme niveau.
Cela renforce I’idée que les segmentations opérées par I’irrigation et le type de sol intégrent en
partie I’influence de ce paramétre climatique.

Les facteurs climatiques peuvent favoriser soit I’abondance de I’inoculum, soit la
dissémination du pathogéne, soit la formation des structures infectieuses (les appressoria
mélanisés). Une fois que le parasite est sous une forme quiescente il peut résister a des conditions
extrémes et n’est plus dépendant des facteurs climatiques. Cette analyse a conduit & un autre volet
de notre étude destiné a préciser le réle des facteurs climatiques sur les différentes s€quences qui
conduisent a la contamination des fruits, a savoir la germination et la formation d’appressoria
mélanisés. Par ailleurs, au cours de cette enquéte les régimes ont €té recouverts d’une gaine
plastique. Cette technique, qui est généralisée en plantations, est susceptible de modifier les
parametres climatiques autour des fruits. Il nous a donc semblé utile de consacrer une partie de

nos travaux a évaluer I’impact de ce gainage sur les niveaux de contamination des fruits.

Pour la premiére fois, il a été€ mis en évidence que la sensibilité des fruits est fortement
dépendante a la fois des conditions du milieu, mais aussi des techniques culturales. Cette idée était
fortement ancrée dans les milieux professionnels mais n’avait jamais ét€¢ démontrée. L.’expression
parasitaire est donc contrdlée par des facteurs faisant intervenir 1’activité physiologique du fruit.
Cet état physiologique du fruit pourrait étre plus ou moins favorable a la levée de la quiescence
du parasite. Le cas des andosols de la cote sous le vent permet d’illustrer cette idée. En effet,
comme pour les andosols de la cote au vent, la pluviométrie sur ce type de sols est importante.

Les faibles niveaux de contamination observés sur les parcelles de cette zone (figures 23 et 24)
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Chapitre 3 : Mise en évidence de différents facteurs environnementaux et agrotechniques
sur les niveaux de contamination des fruits et leur sensibilité a I’anthracnose

sont surprenants et semblent en contradiction avec les résultats de ’analyse en segmentation,
effectuée sur les andosols de la cote au vent et les sols a halloysites et ferralitiques. En effet, ces
demiers tendent a montrer que les niveaux de contamination augmentent avec la pluviométrie. Il
est possible que les faibles niveaux de contamination observés sur les fruits en provenance de cette
région soient la conséquence de leur plus faible sensibilité a I’anthracnose (figures 26 et 27). Dans
ces conditions, 1’équivalence entre le nombre de nécroses observées et le nombre de structures
infectieuses présentes a la surface du fruit n’est peut étre pas vérifiée. Cela montre que sil’on veut
mesurer la composante pathologique du potentiel de qualité des fruits il est indispensable de
disposer d’un outil fiable permettant de quantifier les infections quiescentes sans que la réponse
obtenue soit sous la dépendance de I’état physiologique des fruits. Cet aspect a fait I’'objet d’un

chapitre particulier.
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Chapitre 4 : Mise au point d’une méthode de quantification précoce
des infections quiescentes de Colletotrichum musae

La quiescence des appressoria implique un arrét de 1’évolution de la maladie jusqu’a la
maturation des fruits (Swinburne, 1983). La quantification des niveaux de contamination des
fruits, par le nombre de lésions individualisées, ne peut donc se faire que lorsque les fruits sont

dans un état de maturité avancée, ce qui présente deux inconvénients majeurs :

1 - Lorsque les fruits mirissent, des spots de sénescence se développent a la surface de la peau
(Liu, 1976c¢). Ces petites taches brunes génent considérablement I’identification et la quantification
des lésions d’anthracnose. Ainsi, au cours de I’enquéte sur la variation des niveaux de
contamination des fruits (chapitre 3), le dénombrement des lésions d’anthracnose a la surface des
fruits, miris artificiellement et conservés a 25°C, a été particulierement délicat a réaliser compte
tenu de la présence de ces spots de sénescence qui formaient souvent de larges plages brunes au

terme des 10 jours de conservation des fruits.

2 - L’expression parasitaire est dépendante des caractéristiques physiologiques des fruits au
moment de leur maturation. Ainsi, il est possible que le nombre de lésions observées traduise un
niveau de sensibilité du fruit et non un niveau de contamination représenté par le nombre

d’infections quiescentes.

Pour étudier les déterminismes du niveau de contamination des fruits, il était donc
indispensable de disposer d’un outil fiable de quantification. Nous avons orienté pour cela nos
travaux vers le développement d’une méthode permettant une levée des mécanismes de la
quiescence. Les différentes hypothéses permettant d’expliquer le mécanisme de la quiescence ont
été passées en revue au chapitre 1. Aucune étude ne permet de valider les hypothéses nutritives
et enzymatiques. Il s’est également avéré que les différents composés fongitoxiques préformés,
mis en évidence dans les fruits immatures, étaient des artefacts liés au mode d’extraction
(Muirhead & Deverall, 1984). Enfin, si la présence de phytoalexines a été observée en réponse a
des inoculations de fruits immatures, ces derniéres limitent la progression de la maladie
uniquement lorsqu’une hyphe de pénétration se développe a partir d’un appressorium hyalin
(Muirhead & Deverall, 1981). Elles ne sont pas produites lorsque les fruits immatures sont
infectés par des appressoria mélanisés et ne sont donc pas impliquées dans le mécanisme de la
quiescence (Swinburne & Brown, 1983).

Ainsi, c’est I’hypothése d’une action de 1’éthyléne comme déterminant de la quiescence
appressoriale (Flaishman & Kolattukudy, 1994) qui a été ici exploitée. Nous avons également
recherché les conditions de maturation qui empéchent le développement des spots de sénescence.
La mise au point de cette technique de quantification est présentée sous la forme d’une publication

soumise a la revue Plant Disease (n° PD 8888), dont un résumé en frangais est fourni en annexe
1.
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Colletotrichum musae, the causal agent of banana anthracnose, forms quiescent infections on the
surface of the fruit, which only lead to necrosis at maturity. This work was carried out to find a
way of quantifying the parasitic pressure which is convenient to carry out, economically
practicable for routine use, and applicable to immature fruit, so as to form a method of early
prediction which will assist in deciding whether or not to apply fungicides after harvest. The
method which has been developed is based on treating the fruit with 1200 pl/l of ethylene for 24 h
at 25°C. The fruit are then kept at 32°C for 5 days, maintaining the ethylene concentration, so that
conditions are optimal for revealing the disease. The technique can be used on fruit whose age is
5-6 weeks after inflorescence emergence. A high CO, concentration has an inhibitory effect on
the development of the necroses. The importance of the ethylene treatment on fruit maturation

and breaking of appressorium dormancy is discussed, together with the potential applications.
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Anthracnose is the main storage disease of bananas grown in the French West Indies.
Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) von Arx, the fungus responsible for this disease, forms
quiescent infections on the fruit. The conidia contaminate the fruit in the field, germinate rapidly
and then form an appressorium. The infection is then blocked in a quiescent state as described by
Swinburne (31) : the development of the pathogen is inhibited until a certain stage of maturation
due to the conditions imposed by the physiology of the host. The quiescent forms were first
described as subcuticular hyphae formed from appressoria (10); later it was shown that these
structures, arising from hyaline appressoria, were restricted within hypersensitive flecks, and did
not lead to anthracnose lesions during fruit maturation (23). The lesions only develop from
pigmented appressoria, which should thus be regarded as the true quiescent structures (32).

This quiescence of the pathogen, associated with the non-expression of lesions, makes it
impossible to assess the inoculum pressure exerted on the surface of the fruit before the maturity
stage. However, such an estimate would enable a prediction of the risk of losses and could guide
certain technical decisions such as whether or not to apply fungicide after harvest. Moreover, the
development of a technique which would reveal the inoculum present on the fruit would be very
useful for epidemiological studies and to estimate the impact of techniques applied in the field in
order to reduce the parasitic pressure (12).

In the course of a survey of fruit contamination carried out in different banana-growing areas
of Guadeloupe, we had used a technique for revealing quiescent infections based on treating the
fruit at harvest with 1200 ul/l of ethylene at 25°C for 24 h. The fruit were examined after 10 days'
storage at 25°C. Although this technique enabled large differences between plots to be
demonstrated, it suffered from a number of drawbacks. Firstly, the observations were considerably
obscured by the development of senescent spots which could be confused with the symptoms of
anthracnose. Furthermore, some spots could not be distinguished because they coalesced. Lastly,
certain observations led us to think that a variable proportion of the quiescent infections could
develop into necroses depending on the physiological state of the fruit (11).

Starting from this first observation it seemed useful to develop the method so that it would fulfil
several requirements: (i) it must be convenient to apply and economically feasible for routine use,
which excludes all techniques based on isolations from fruit as for Alternaria latent infection in
mango (26); (i) it should not cause senescent spots on the fruit; (iii) it should allow the breaking
of quiescence of the appressoria and thereby reveal the inoculum present on the fruit whatever
their state of physiological development, and particularly on immature fruit, so that it can be a
method of early warning.

- A key point for achieving this objective is to break the dormancy of the appressorium.
Flaishman and Kolattukudy (13) suggested that the endogenous synthesis of ethylene by the
banana and the avocado (and climacteric fruit in general) is the signal which results in timing

quiescent infection by Colletotrichum species. Besides this direct effect on the fungus, storing the
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fruit in an atmosphere containing 10uL.L" of ethylene prevents the development of senescent
spots (19). Finally, concentrations as low as 0.1 pl/l, can trigger the climacteric rise of mature
fruit (8, 18), but in commercial practice fruit maturation is induced with concentrations of 1000
ul/1 (15, 21).

Moreover, the senescent spots do not appear when fruit ripen remaining green. This
phenomenon, which is commonly called “green ripe”, occurs when the bananas ripen at a high
temperature (24, 30, 33). Besides these colour differences, fruit whose maturation has been
induced and which are stored at more than 27°C have normal development of the pulp, which
softens, and whose soluble matter (sugar) content is comparable to that of fruit stored at lower
temperatures. Some authors have also shown that "green ripe" can appear when the bananas are
ripened in a modified atmosphere enriched with CO, or depleted of O, (14, 30, 35).

Having regard to the information obtained from the literature, we have tried to optimise the
technique used in the preliminary study. To this end, different conditions for storing the fruit after
the ethylene treatment were tested. In particular, the optimum dose of ethylene required to break
the quiescence, and ideal conditions for storing the fruit (temperature, modified atmosphere)
allowing optimal development of the parasite compatible with the ability to count the lesions,
were determined.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and fruit sampling. All the fruit belonged to the variety Grande Naine (Musa
acuminata, a triploid cultivar belonging to the Cavendish group). The fruit were sampled from
an area with a low parasitic pressure. These fruit were sampled at two stages of maturity, i.e. at
the harvest stage (34 mm grade for the median external fruit of the 4th hand) and immature fruit
aged 5-6 weeks after inflorescence emergence. The fruit were always sampled from the 3rd hand
which is considered representative of the entire bunch (34), the very first hands in the bunch
tending to ripen more rapidly (17). Within a given hand the fruit are regarded as identical (17),
except those situated at the edge which mature unevenly (15). Thus the different treatments used
fruit from the same hand, but excluding those at the edge. During each experiment, 20 hands of
mature fruit and 20 hands of immature fruit were used. Each hand constituted one replicate for
the different treatments studied.

Inoculation of fruit. The conidial suspensions were prepared from a 7-10 day-old culture on
modified Mathur’s medium (29), maintained at 25°C in the dark. The conidia were recovered by
washing the culture with sterile distilled water, and the conidial suspension was filtered through
a 10 um sieve to eliminate fragments of mycelium. Three successive washings were then carried
out by centrifugation (10 min. at 4000 rpm) to eliminate germination inhibitors contained in the
conidial matrix (22).

o



de Lapeyre de Bellaire et al., Plant Disease

Two kinds of inoculation were used: either deposits of 20 x 10 pL droplets of a conidial
suspension (10° or 5 x 10? conidia/ml) were applied to the same side of a fruit, or else the fruit
were dipped in a conidial suspension (5 x 10? conidia/ml) to which a wetting agent had been
added (0.25 %o Triton X-100). After inoculation, the fruit were placed in a controlled environment
(CE) cabinet at 25°C and 100% R.H., to encourage germination and formation of appressoria.

The development of necroses was assessed at 4, 5, 6, and 7 days after the ethylene treatment
by counting the number of necroses developing from the 20 inoculation sites on each fruit, and
the total number of necroses observed on the fruit inoculated by dipping. When the storage
method did not allow handling of the fruit, observation of the necroses was made 6 days after the
ethylene treatment. The experiments were repeated three times, and the means of three replicates
were compared by analysis of variance using the Newman-Keuls test at the 5% probability level.

Ethylene treatments. A 5-day delay was introduced after harvest before applying the ethylene
treatment, since for a short period after harvest the fruit are insensitive to this treatment (21). The
treatments were carried out in an airtight aluminium tank connected to a bottle of azethyl (95%
nitrogen + 5% ethylene) whose tap was fitted with a regulator with a flow-gauge. Airtightness
was assured by providing a water seal around the lid of the tank. The quantity of azethyl needed
to obtain the desired concentration of ethylene was added at the moment of treatment, after which
the tank remained sealed for 24 hours, at 25°C. The fruit were then placed in the various storage
conditions. This procedure was chosen because it resembled commercial practice and for its
simplicity of operation. The ethylene concentration was occasionally checked by gas
chromatography (Hewlett Packard, 5890 series II) and the measurements showed that the
ethylene concentration just after injection was very close to that intended.

Influence of storage temperature on development of necroses. Two methods of inoculation
were used: deposition of 20 droplets of spore suspension calibrated at 10° conidia/ml and dipping
into a solution calibrated at 5 x 10? conidia/ml. Twenty uninoculated mature and immature fruit
were used as control. After the ethylene treatment at the rate of 1200 pl/l, the fruit were
distributed over several climate chambers previously brought to 25, 29, 32 and 35°C. Each
temperature was recorded regularly by thermometers placed at different positions in the CE
cabinets and at regular time intervals by data loggers. The trays in which the fruit were stored
were wrapped in perforated polyethylene film to avoid serious dehydration of the fruit but without
allowing a modified environment to develop. The CE chambers were ventilated at regular
intervals.

Influence of different storage conditions on the development of necroses. Fruit were
inoculated by deposition of a spore suspension calibrated at 5 x 10? conidia/ml, treated with
ethylene at 1200 pl/l and then submitted to different storage conditions for 5 days:

Treatment 1. Air-32°C. The fruit storage trays were wrapped in perforated polyethylene film

and then transferred to a controlled environment chamber previously set to 32°C and ventilated
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at regular intervals.

Treatment 2. Bag-25°C. Fruit kept in sealed plastic bags of 20 um thickness, at a temperature
0f25°C in a CE cabinet. The plastic bag allowed a modified atmosphere enriched with CO, and
depleted of O, to be established. The concentrations of these gases were measured just before
opening the bags. The analysis of the gases was made by means of a Carbox y analyser (Pekly-
Hermmann-Moritz).

Treatment 3. Bag-32°C. As for treatment 2, but the fruit were stored at a temperature of 32°C.

Treatment 4. 2% O,, 15% CO,-32°C. Fruit kept in an atmosphere maintained at 2% O, and 15%
CO, at a temperature of 32°C. The fruit were stored in a 160 L N,/CO, incubator (Forma
Scientific, model 3165). This incubator enabled the atmosphere to be regulated at a predefined
concentration of CO, and O, by measuring the concentration of these gases and adding nitrogen
or CO,. An oxygen trapping cell was used to maintain a low concentration of this gas. Relative
humidity within the chamber was maintained above 95% by a water trough.

Treatment 5. Ethylene 6 days-32°C. Fruit kept in the maturation tank at a temperature of 32°C.
After the ethylene treatment, the tank was aerated then resealed and the same ethylene
concentration was again introduced into the tank which remained sealed until the fruit were
removed for recording the necroses.

Influence of the ethylene dose on the development of necroses. Three ethylene
concentrations were compared: 600, 1200 and 2400 pl/l. The fruit were inoculated by deposits
of a solution calibrated at 5 x 10? conidia/ml. After the ethylene treatment, the fruit were
maintained inside the tank at 32°C for 5 days.

RESULTS

Influence of storage temperature on development of necroses. The evolution of the number
of necroses follows the same time-course for mature and immature fruit (Fig. 1 and 2), although
the development observed on the immature fruit is less constant from one experiment to another;
the standard errors are thus generally higher for this type of fruit. For certain immature fruit, in
the course of a given experiment, the pulp did not develop and the fruit remained hard. The
necroses hardly developed on this kind of fruit, unlike those whose pulp had softened. The
analyses of variance carried out on these measurements at 5 days showed that whatever type of
inoculation was used, there was a large effect of fruit type and temperature on necrosis
development (Table 1). The number of lesions was always lower on immature fruit, regardless of
temperature (Table 2).

Whatever the type of inoculation, the lowest levels of disease were recorded for the extreme
temperatures, 35°C and 25°C (Table 2), although this effect was not always significant. The

development of necroses is always the same at 29° and 32°C.
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Conceming the appearance of the skin, for the two kinds of fruit, the senescent spots develop
most at 25°C, but also somewhat less at 29°C. At these two temperatures the fruit develop a
yellow colour. At temperatures of 32 and 35°C the senescent spots did not develop and the skin
remained green (Fig. 3).

A temperature of 32°C therefore seems to be the most appropriate for the development and
observation of the necroses: at this temperature the necroses develop more rapidly and more
intensely and the appearance of the skin does not affect the quality of the observation. From 5
days, the mature fruit can be observed, but one must wait another 24 h for the immature fruit.
Observations at a later date are more difficult because of the coalescence of spots which interferes
with the quality of the observations (Fig. 2).

Influence of different storage conditions on the development of necroses. Few differences
were noted between the storage methods studied for the mature fruit, whereas for the immature
fruit the storage method had a large effect on the development of necroses (Fig. 4). For immature
fruit, only treatment 5 (ethylene 6 days-32°C) led to a large number of lesions similar to that for
mature fruit. In this case, not only was the development of necroses considerable, but it was also
relatively uniform from one replicate to another.

The CO, concentration at 25°C (Bag-25°C) varied from 4 to 7 % for immature fruit and from
5 to 7% for mature fruit. At 32°C (Bag-32°C) this concentration was 5-7% for immature fruit and
5-8% for mature fruit. The O, concentration was 2-7% for both immature and mature fruit at
25°C, and 2-5% at 32°C. Few differences were observed between mature and immature fruit due
to the CO, and O, concentrations inside the bags. Six days after the ethylene treatment all types
of fruit were green and soft. In the incubator (2% O,, 15% CO,-32°C), immature and mature fruit
stored in an atmosphere of 15% CO, and 2% O, were also green and soft at the end of 6 days.

The only method of storage which results in large and constant development of necroses on any
type of fruit is that in which the fruit remain in the maturation chamber for 6 days after the
ethylene treatment.

Influence of ethylene dose on the development of necroses. No differences were observed
between the three ethylene concentrations used on the development of necroses, which is the

same on both immature and mature fruit when the treatment is applied continuously for 6 days.

DISCUSSION

This study has shown that a technique to reveal quiescent infections involving treating the fruit
for 6 days with a high level of ethylene and storing them at 32°C satisfies the objectives laid down
at the start: (i) no risk of confusion between necroses due to C. musae and senescent spots,
because the latter are absent; (ii) the technique is quick as the interpretation can be made after 5

or 6 days, depending on the type of fruit; (iii) it is practical in use and economically feasible; (iv)
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it is independent of the physiological state of the fruit and reveals the inoculum both on immature
fruit aged 5-6 weeks (early test) and on mature fruit.

Among the parameters optimised in the course of this study, the chosen storage temperature
presents two major advantages. The first of these is that it is close to the thermal optimum for
mycelial growth of the fungus which is around 30°C, as our own observations have shown
(unpublished data) as well as those of other authors (2,16). This temperature is thus particularly
favourable to the development of the necroses. Moreover, at this temperature, the fruit remain
green and the senescent spots do not develop, which greatly improves the quality of the
observations.

The second parameter optimised is the ethylene treatment. In the case of the banana/C. musae
interaction, the development of necroses following ethylene treatment can be a direct consequence
of fruit maturation. This study has shown that the duration of contact between the fruit and the
ethylene needed to trigger maturation is greater for immature fruit, since it was only the storage
method in which the ethylene is maintained for 6 days which lead to uniform and constant fruit
maturation. Furthermore, the minimum application time needed to trigger the climacteric rise and
autocatalytic ethylene synthesis varies with the physiological state of the fruit (15). Thus it seems
that the receptivity to ethylene of the immature fruit is less, which agrees with the fact that the
suitability for storage declines with the age of the fruit (20, 34).

The action of ethylene can also be exerted directly on the fungus. In the tangerine Robinson,
treating the fruit with ethylene causes germination of the appressoria of Colletotrichum
gloeosporoides and the appearance of anthracnose lesions, whereas in the absence of ethylene
there is no symptom development (6, 7). According to Flaishman and Kolattukudy (13) ethylene
is the hormone which times infection, as it stimulates germination and the formation of the
appressorium in certain Colletotrichum pathogens of climacteric fruits, whereas this effect does
not occur with other Colletotrichum species which cause anthracnose on non-climacteric plants.
However, Prusky (25) objects that, in the case of the avocado, this signal can only be effective
if the fruit is ripe and if other changes occur in the skin as ethylene treatment (45 pl/l) of
previously inoculated immature avocados does not trigger the development of lesions of C.
gloeosporoides (27). This result differs from those obtained in the course of this study, and it
could be that a larger dose of ethylene would induce development of necroses on immature
avocados. Nevertheless, the banana is able to ripen relatively early, from 40 days after flowering
(3), although the preclimacteric period is longer at this physiological stage. On certain occasions,
immature fruit did not manifest development of the pulp, which remained hard, and in this case
there was little development of necroses. This observation would seem to support the conclusions
of Prusky (25). Thus, the ethylene treatment would act as a trigger for fruit senescence which has
the effect of accelerating the development of parasites. Also the use of Paraquat to reveal

quiescent infections in banana (28) and apple (4) or to encourage the expression of the parasites
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on soyabean stems (9) depends on this effect.

Furthermore, a high CO, concentration does not seem to favour development of the necroses,
even though the fruit ripen normally as was the case in the sealed plastic bags or in the incubator
(2% O, and 15% CO,). CO, is known to inhibit the action of ethylene as it competes with the
latter for attachment to receptor sites (1, 8). On the other hand, high CO, concentrations (more
than 15%) do not favour the development of C. musae (2). Hence, elimination of CO, with KOH
in the maturation tank (5) could improve the revelation of the infections, just as for fruit ripening
in large scale ripening rooms.

The technique developed here should enable effective prediction of the level of contamination
of fruit at harvest from the sixth week after flowering, i.e. about 6 weeks before fruit harvest, or
more at certain altitudes. This period appears in fact optimal in view of earlier results indicating
that the period of fruit contamination by C. musae lies mainly in the course of the first 5 weeks
after the flowering stage (12). In order to validate these results a first test was carried out on 40
banana trees. For half of them the floral parts and the bunch bract were removed and the bunches
were enclosed in a plastic sleeve (treatment 1) to reduce the inoculum pressure. For the other
trees, the flowers were left intact and the fruit were not sleeved (treatment 2). By using the
technique described in this study, 3.5 necroses per fruit and 79.5 necroses per fruit respectively
were counted in treatments 1 and 2 on 6-week old fruit, as against 5.8 and 94 for mature fruit at
the harvest stage. Thus a good relationship appeared between the level of contamination estimated
early and in an artificial way on 6-week old fruit and that on fruit which had reached the harvest
stage. Before this technique can be used as a routine for early forecasting, it will be necessary to
perfect a reliable sampling method which is representative of the parasitic pressure at the field
level. It would also be useful to determine the economic thresholds beyond which the level of
contamination measured early on will prove detrimental after harvest, transport and ripening of
the fruit. This quick and reliable exposure test will also be very useful for epidemiological studies,
for example to evaluate the effect of cultural practices on fruit contamination. It is also probable
that this method could be applied to other quiescent infections of climacteric fruits caused by
other species of Colletotrichum, such as C. gloeosporioides, the causal agent of anthracnose of

mangoes and pawpaws.
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Table 1. Summary of two analyses of variance for the effect of fruit type and temperature on
development of anthracnose lesions after inoculation of fruit by deposition of 20 x 10 pL
droplets of a spore suspension calibrated at 10° conidia.mL"' or dipping fruit into a solution
calibrated at 5 x 10? conidia.mL".

Source of variation D.F.? Mean square® i
Inoculation by deposition

Fruit type 1 116.38 0.009
Temperature 3 134.26 0.0006
Fruit type x Temperature 3 10.1 0.5358
Inoculation by dipping

Fruit type 1 744.49 0.0002
Temperature 3 330.65 0.0004
Fruit type x Temperature 3 38.07 0.3231

*degrees of freedom
®mean square (variance)
°probability based on F test

Table 2. Effect of fruit type and temperature on the development of anthracnose lesions.

Source Inoculation by deposition” Inoculation by dipping®
Effect of fruit type”

Mature fruit 13.56 (a) 18.64 (a)

Immature fruit 9.16 (b) 7.5 (b)

Effect of temperature*

25°C 10.48 (a) 6.69 (b)

29°C 14.06 (a) 17.06 (a)

32°C 15.81 (a) 21.53 (a)

35°C 5.09 (b) 6.97 (b)

*The values include results for the 4 temperatures, i.e. 80 immature and 80 mature fruit.

“The values include results for the 2 fruit types, i.e. 40 fruit for each temperature.

YThe fruit were inoculated by placing 20 x 10 pL droplets of a spore suspension calibrated at 10° conidia.mL"
per fruit. After storage for 5 days at 25°C and 100% R.H., the fruit were treated for 24 h at 25°C with 1200
pL.L" ethylene. The values represent the number of necroses developing on the 20 inoculation sites per fruit, 5
days after the ethylene treatment. Each value is the mean of three replicates and those which are followed by
the same letter do not differ according to the Newman-Keuls test at the 5% probability level.

“The fruit were inoculated by dipping them into a suspension of spores calibrated at 5 x 10? conidia.mL™" +
Triton-100 0.25 %o. After storage for 5 days at 25°C and 100% R.H., the fruit were treated for 24 h at 25°C
with 1200 pL.L"ethylene. The values represent the number of necroses per fruit 5 days after the ethylene
treatment. Each value is the mean of three replicates and those which are followed by the same letter do not
differ according to the Newman-Keuls test at the 5% probability level.
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Fig 1. Effect of temperature on the development of necroses on immature (top) and mature
(bottom) fruit inoculated by deposition of a suspension of spores calibrated at 10°
conidia.mL'. A sample of 20 bananas was inoculated by placing 20 x 10 pL droplets of the
spore suspension on each fruit. After 5 days' storage at 25°C and 100% R.H., the fruit were
treated for 24 h at 25°C with 1200 uL.L ethylene. The fruit were then transferred into
thermostatically controlled chambers at 25, 29, 32, and 35°C. The number of necroses
developing on the 20 inoculation sites per fruit was counted at 4, 5, 6 and 7 days after the
ethylene treatment, and the mean per 20 fruit was calculated. Each point represents the mean
of three replicates. The bars represent the standard error.
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Fig 2. Effect of temperature on the development of necroses on immature (top) and mature
(bottom) fruit inoculated by dipping them in a suspension of spores calibrated at 5 x 10>
conidia.mL + Triton-100 0.25 %o. After storage for 5 days at 25°C and 100% R.H., the fruit
were treated for 24 h at 25°C with 1200 uL.L" ethylene. The fruit were then transferred into
thermostatically controlled chambers at 25, 29, 32, and 35°C. The number of necroses per fruit
was counted at 4, 5, 6 and 7 days after the ethylene treatment, and the mean per 20 fruit was

calculated. Each point represents the mean of three replicates. The bars represent the standard
error.
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Fig 4. Effect of different storage methods on the development of necroses on immature (top)
and mature (bottom) fruit inoculated by deposition of a spore suspension calibrated at 5 x 10?
conidia.mL™. A sample of 20 bananas was inoculated by placing 20 x 10 pL droplets of the
spore suspension on each fruit. After 5 days' storage at 25°C and 100% R.H., the fruit were
treated for 24 h at 25°C with 1200 pL.L"' ethylene. The fruit were then stored in different
conditions: air at 32°C, sealed plastic bag at 25°C, sealed plastic bag at 32°C, incubator
controlled at 2% O,, 15% CO, at 32°C, sealed maturation tanks with 1200 pL.L" ethylene at
32°C. The number of necroses developing on the 20 inoculation sites per fruit was then
counted 6 days after the ethylene treatment, and the mean per 20 fruit was calculated. Each
point represents the mean of three replicates. The bars represent the standard error and
treatments marked with the same letter do not differ according to the Newman-Keuls test at
the 5% probability level.









Chapitre 5 :Etude des facteurs mis en jeu au cours de la
pollution des fruits par Colletotrichum musae

Les résultats de ’enquéte sur la variation des niveaux de contamination des fruits
suggérent qu’une lutte prophylactique doit se traduire par une diminution de la sévérité de
I’anthracnose des fruits. Toutefois, les descripteurs utilisés au cours de cette enquéte étaient peu
précis car ils ne reposaient que sur une observation ponctuelle de I’état de la parcelle. En
particulier, ils ne permettaient pas de renseigner ni sur 1’origine de I’inoculum qui parvient a la
surface des fruits, ni sur les périodes les plus propices a la pollution. Les travaux qui sont
présentés dans ce chapitre analysent plus précisément les principales composantesimpliquéesdans

la pollution des fruits par C. musae :

1 - identification des sources d’inoculum e fficace

La question des sources d’inoculum a été examinée au chapitre 1. C. musae a bien la capacité a
se développer en saprophyte sur tous les organes sénescents du bananier. Il était toutefois
important d’évaluer le poids de chacun d’eux sur la production d’inoculum qui parvient a la
surface des fruits, que nous considérerons comme I’inoculum efficace par rapport a notre unité
d’étude. Cela nécessitait d’une part, de prendre en considération I’aptitude du champignon a
sporuler sur ces différents organes, et d’autre part, de tenir compte de leur position dans I’espace
par rapport aux fruits cibles. Les travaux antérieurs sont relativement contradictoires quant auréle
respectif des feuilles, des piéces florales et des bractées. Par ailleurs, aucune de ces études n’a
examiné la question des sources d’inoculum sous I’aspect de leur contribution a la pollution des
fruits (Agati, 1922 ; Simmonds & Mitchell, 1940 ; Meredith, 1962a et b ; Kaiser & Lukezic, 1966
; Shillingford, 1976).

2 - étude de la dynamique de la pollution des fruits au cours de leur croissance

Cet aspect n’a jamais été abordé. Aucun élément ne permet de savoir si la pollution des fruits
s’inscrit dans un processus continu ou si elle intéresse des périodes précises du développement des
fruits.

3 - mode de transport de I’inoculum a la surface des fruits

Si plusieurs auteurs s’accordent a penser que le transport de I’inoculum se fait essentiellement par
’eau de pluie, force est de reconnaitre que cela n’est supporté par aucun travail expérimental.
Aussi, nous avons abordé cet aspect sous trois angles différents : (i) I’étude des relations existant
entre les niveaux de contamination des fruits et les données climatiques, (ii) I’analyse des eaux de

ruissellement, (iii) I’étude des niveaux de contamination en conditions expérimentales sous abri.

4 - effet du gainage des régimes sur la pollution des fruits
Le gainage est une pratique courante dont il est important de connaitre I’impact sur la pollution

des fruits. En effet, la présence de cette gaine modifie le microclimat dans I’environnement
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immédiat des fruits, en provoquant, notamment, une augmentation de la température (Jannoyer
& Chillet, 1998). Les conditions hydriques sous la gaine sont aussi probablement modifiées et il
est possible que ces conditions soient plus favorables au développement du champignon comme
le suggerent les observations de Griffee & Burden (1974). En effet, ces auteurs ont montré que
les fruits provenant de régimes gain€s présentaient, aprés la récolte, un nombre de I€sions

d’anthracnose supérieur par rapport a des régimes non gainés.

1. Dynamique de la pollution des fruits au cours de leur croissance

Dans un premier temps, la dynamique de 1’inoculum incident sur un régime, au cours de
sa croissance, a €té étudiée au moyen de pieges a spores en adaptant au cas du bananier des
techniques décrites sur d’autres modeles d’anthracnose (Waller, 1972 ; Hartung et al., 1981 ;
Denham & Waller, 1981 ; Fitzell & Peak, 1984). En procédant a des ablations, cette méthodologie
a également permis de mesurer, de fagon comparative, la contribution relative de différents
organes a cet inoculum incident.

Ces travaux sont présentés sous la forme d’un article publié¢ dans la revue Plant Pathology
(1997, 46, 481-489). Un résumé en frangais de cette publication est présenté en annexe 1. Les

résultats qui ne sont pas présentés dans cette publication ont été regroupés en annexe 2.
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Plant Pathology (1997) 46, 481-489

The pattern of fungal contamination of the banana bunch
during its development and potential influence on incidence
of crown-rot and anthracnose diseases

L. de LAPEYRE de BELLAIRE® and X. MOURICHON"
YCIRAD-FLHOR, Laboratoire de Pathologie Végétale, Station de Neufchdteau, 97130 Capesterre-belle-eau,
Guadeloupe, FWI; ®CIRAD-FLHOR, Laboratoire de Pathologie Végétale, BP 5035, 34032 Montpellier,

France

Anthracnose and crown rot are the main diseases affecting bananas after harvest. These diseases are mainly
caused by Colletotrichum musae (anthracnose) and to some extent by various Fusarium species forming a
fungal complex (crown rot). A water-borne spore trap was used to collect and quantify all inocula reaching
banana bunches from flowering to harvest. The pattern of natural contamination was characterized by a peak
from 25 to 40days after bunch emergence, with a strong decline until harvest. Both Colletotrichum and
Fusarium species had the same dynamics during bunch growth. Flower parts are the main inoculum source
for Fusarium; both flower parts and the last bunch bract are important sources for Colletotrichum. Primary
inoculum could reach flower parts and the last bunch bract through rain splash of conidia, transport by insects
or aerial dissemination of ascospores. Sporulation occurring on the young flower parts and on the last bunch
bract provides heavy secondary inoculum. The consequences for control strategies are discussed.

INTRODUCTION

Exported bananas are severely affected by several
postharvest diseases, and crown-rot and anthrac-
nose are the most damaging. In the French West
Indies, anthracnose is particularly important in the
last 6 months of the year (rainy season), and its
incidence depends on transport, packaging and
physiology of the fruits, as it is increased by fruit
injuries.

Colletotrichum musae is easily isolated from fruit
rots (Greene & Goos, 1963; Shillingford, 1976;
Mesturino & Ragazzi, 1988; Hostachy er al., 1990)
and is reported to be highly pathogenic on bananas.
It is responsible mainly for banana anthracnose
(Meredith, 1960) and to some extent for crown rots
(Greene & Goos, 1963; Finlay & Brown, 1993).
Various Fusarium species are also regularly
isolated from crown rots (Greene & Goos, 1963;
Shillingford, 1976; Mesturino & Ragazzi, 1988;
Hostachy et al., 1990). There have been conflicting
reports about their importance as primary crown rot
pathogens (Lukezic & Kaiser, 1966; Knight er al.,
1977) or secondary pathogens (Greene & Goos,
1963; Finlay & Brown, 1993).

Anthracnose and crown rot of bananas are
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commonly controlled by postharvest applications
of thiabendazole (Frossard, 1969: Rippon &
Glennies-Holmes, 1973) but the treatment has
been recently hampered by the emergence of strains
resistant to this fungicide (Hostachy et al., 1990;
Johanson & Blasquez, 1992). Sterol inhibitor
fungicides of the DMI group were reported to be
very effective, but the authorized fungicide residue
levels in fruit for these compounds are very low,
thus limiting their use (de Lapeyre de Bellaire &
Nolin, 1994). There is a need for new control
strategies that might rely on a better knowledge of
the bioecology of the pathogens.

Conidia of C. musae form quiescent infections as
in other anthracnoses of tropical fruits such as
papaya (Dickman & Alvarez, 1983), mango (Ward-
law & Baker, 1939), and avocado (Benyamini &
Schiffmann-Nadel, 1972; Coates et al., 1993). In
the case of banana anthracnose, conidia contam-
inate the fruits in the field, germinate rapidly and
develop an appressorium which remains inactive
until fruit ripening (Chakravarty, 1957: Muirhead &
Deverall. 1981).

The importance of decaying leaves and flower
parts as inoculum sources for C. musae and
Fusarium spp. has been pointed out by various
authors (Meredith, 1962a, b: Lukezic & Kaiser,
1966:. Shillingford, 1976). In the case of crown rot,
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other authors have suggested that infection of
the stalk or crown in the field may be sufficient
to initiate rot development irrespective of inoculum
transfer onto the wound (Lukezic er al.. 1967,
Finlay et al.. 1992). The relative importance of
these inoculum sources and the patterns of con-
tamination of the fruits, stalk or crowns in the field
are unknown. Former studies focused on contami-
nations occurring in boxing plants (Shillingford,
1976) or on the importance of air spora in banana
plantations (Meredith. 1962a: Shillingford. 1976),
since the role of rain in disseminating conidia of
Colletorrichum species is well known (Waller,
1972 Hartung er al., 1981; Fitzell & Peak, 1984).
The purpose of this work was thus to examine
contamination of the banana bunch by Collero-
trichum and Fusarivm conidia, from flowering o
harvest. using an original water-borne spore trap
that collects the whole inoculum reaching the
banana bunch during its growth. This study also
focused on the relative importance of flower parts
and decaying leaves as inoculum sources.

MATERIALS AND METHODS

Water-borne spore traps

The traps consisted of funnels like those used for
epidemiological studies of other anthracnoses such
as coffee berry disease (Waller, 1972), mango
anthracnose (Fitzell & Peak. 1984). and blueberry
anthracnose (Hartung er al., 1981).These traps were
unique in terms of their 50-cm diameter. which
enabled collection of all rainwater runoff from the
whole banana bunches when the traps were set
under them (Fig. 1). The funnels were connected
to 5-L plastic jerrycans containing 100mL of a
fixing solution to prevent spore germination (5 vol.
ethanol, I vol. acetic acid 96%, 4 vol. distilled
water). The jerrycans were changed twice a week or
more if necessary. and the collected rainwater was
mixed for weekly analysis.

Traps were set under banana bunches about
8 days after bunch emergence. when fruits were in a
horizontal position (“horizontal fingers™ stage of
bunch development). The male bud was removed.
as in most banana plantations, and grafting clay was
applied to the cut section after latex flow to prevent
rotting of the stalk. The funnels were removed just
before harvest. thus collecting the whole inoculum
reaching the banana bunch during its growth. Since
the time between flowering and harvest is depen-
dent on temperature, traps were set for 75-98 days
according to the period of the year.

Three or four traps were set at different periods

Fig. 1 A spore trap set under a banana bunch. Rainwater
runoft is collected through the funnel into a plastic
jerrycan. fp. lower parts: bb. last bunch bract.

under bunches. named A, B, C and D, respectively,
in a banana plantation at the CIRAD-FLHOR
experimental station. Neufchidteau, Guadeloupe
(Windward coast: altitude, 250 m: annual rainfall,
3500 mm). For each experiment, all bunches were
located on the same banana plot. selected from
bunches at the same development stage (“horizontal
fingers'), and distributed in different positions on
the plot.

Counting method

The volume of rainwater collected for each trap
during a week was measured. and a 50-mL aliquot
was sampled under shaking to prevent spore
decantation. This sample was filtered through
gauze and then through a 35-um filter. Spores
were stained with 50 uL of a 5% solution of trypan
blue in lactophenol (Griffiths er al., 1971) and
shaken for 24 h. Of the stained solution 5 mL was
then diluted in 50mL of distilled water and
vacuum-tiltered through a 0-8—1-2 um cellulosic
membrane (MSI. Westboro. MA (1581) to ensure
an homogenous deposit of the spores on the
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membrane. Filter discs were then mounted in
immersion oil using a technique described by
Fitzell & Peak (1984) which avoided washing the
spores. Several drops of immersion oil were placed
onto a clean slide and covered with the filter disc.
The slide was warmed for 45-60 min at 45°C, and
then a new immersion oil drop was placed on the
disc, which was kept warm for 15min before
covering it with a cover slip.

Slides were examined at x200 magnification
using an eyepiece graticule outlining a known
square area. Colletotrichum conidia and Fusarium
macroconidia were easily identified. For each slide,
60 square areas from 60 different fields of view
were counted. The number of conidia per filter and
then per mL of the original aliquot was calculated to
determine the number of conidia trapped per week.
In some instances, one replicate of the same aliquot
was analysed and the results obtained were
identical.

Natural dynamics of inoculum

Natural dynamics of inoculum were studied in two
experiments carried out at two periods of the year
differing in their weather conditions. In experiment
1, four traps were set on 28 May 1991 (drier
season), and bunches A, B, C and D were harvested
after 98 days. In experiment 2, four traps were set
on 2 September 1991 (rainy season), and bunches
A, B, C and D were harvested after 77 days. Except
for removal of the male bud and elimination of
leaves hanging on the bunch, the bunches were not
manipulated and not covered with plastic sleeves as
commonly practised in commercial plantations. The
quantities of Fusarium and Colletotrichum conidia
trapped weekly were recorded, as was the daily
rainfall during these two trapping periods.

Importance of inoculum sources

Flower parts and the last bunch bract decay during
bunch growth, and their spatial position (Fig. 1)
makes them prime areas for bunch contaminations.
Their importance as inoculum sources was studied
through the effect of removing them, as determined
by comparison of the quantities of spores collected
during the whole trapping period. The flower parts
or both organs were removed the day preceding trap
installation to enable latex flow.

Initially, the effect of deflowering was studied
over two trapping periods. During the first period
(experiment 3), four traps were used and set under
four bunches. Flower parts were removed from two
bunches, and the other two bunches served as
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control. In the second period (experiment 4), flower
parts were removed from one bunch, and another
bunch served as control. Mean values for the
quantities of Fusarium and Colletotrichum conidia
trapped throughout the trapping periods of experi-
ments 3 and 4 were calculated for the three control
bunches and the three deflowered bunches. Stan-
dard deviations were also calculated.

In a second step, the effect of removing both
inoculum sources was studied during three trapping
periods. In the first period (experiment 4), flower
parts and the last bunch bract were removed on one
bunch, and another bunch served as control. During
the second period (experiment 5), both organs were
removed from two bunches, and another bunch
served as control. In the third (experiment 6), both
organs were removed from two bunches, and two
other bunches served as control. Mean values for
the quantities of Fusarium and Colletotrichum
conidia trapped during the whole trapping periods
of experiments 4, 5 and 6 were calculated for the
four control bunches ard the five bunches from
which both organs had been removed. Standard
deviations were also calculated.

RESULTS

Natural contamination of fruits

The spore production patterns in the first two
experiments were the same for the four bunches and
both fungi (Figs 2 and 3). This indicates low
variability for bunch contaminations occurring
during the same period on equivalent aged bunches
of the same plot. Although some differences could
be observed between bunches in terms of quantities
of conidia trapped in one week, the low variability
of the trend strengthens the results observed even if
the number of traps used is low.

More conidia were collected between 14 and
35days after trap installation (22-43days after
bunch emergence) under natural conditions. For
Colletotrichum and Fusarium species, spore recov-
ery was highest 14-28 days after trap installation
(Fig. 2). Following this period, 35 days after trap
installation, the inoculum detected was very low
until harvest. Even in experiment 1, when very few
inocula were detected, this low inoculum was
caught during the same period (Fig. 3). This pattern
of spore release was very regular and also occurred
on control bunches in experiments 3, 4, 5 6, and in
other instances (data not shown), even though some
variations were observed in the quantity of conidia
trapped from trap set to harvest. Colletotrichum and
Fusarium species had the same dynamics even
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though more spores of Fusarium were always
collected than of Colletotrichum.

For the first experiment, the mean numbers
collected during the whole trapping period for
bunches A, B, C and D were 5x 10° conidia of
Colletotrichur and 3-6x 107 macroconidia of
Fusarium. The mean maximum concentration
registered was 4 x 10% conidia per mL for Colleto-
trichum, and 2-4x 10® macroconidia per mL for
Fusarium. In the second experiment, 2:4x 10’

conidia of Colletotrichum and 9:7x 10’ macroco-
nidia of Fusarium were collected and the maximum
concentrations were 1-:3x 10° and 6x 10° per mL,
respectively. The differences between these two
experiments could be explained by the climatic
conditions that prevailed in these two trapping
periods. In experiment 1, two long dry periods
6-13 and 18-27days after trap set, may have
affected the development of both fungi (Fig. 3).
Rains were more regular and more substantial
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during experiment 2 and there was greater spore
release for both fungi (Fig. 2). The presence of
water for dispersal of conidia was probably not a
limiting factor since a minimum of 800 mL and a
maximum of 12000 mL of rainwater runoff could
be collected in 1 week. Sporulation of both fungi
was probably altered in experiment 1. Climatic
conditions had little effect after 42 days of trapping
because no inocula were detected after this limit.
The irregularity of the banana tree canopy caused
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heterogeneity in the rainwater collection. For
instance, in the second week of experiment 2,
12700 mL.  were collected in traps B and D,
7100 mL in trap C, and 5400 mL in trap A.

Importance of inoculum sources

Deflowering had a significant effect on
Colletotrichum conidia collected over the whole
trapping period (Fig.4), and the reduction was
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greater when both flower parts and the last bunch significant effect on the quantities of macroconidia
bract were removed (Fig.5), indicating that the trapped (Fig. 4) and reduction was no greater when
conidia are produced on both organs. For Fusarium both organs were removed (Fig. 35), suggesting

species, the removal of only flower parts had a very production mainly on flower remnants.
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Considerable reduction of Colletotrichum and
Fusarium inocula was achieved when both
inoculum sources were removed, as compared
with the control (Fig. 5). The reduction was greatest
in experiment 5. For control bunches, quantities of
conidia collected during the whole trapping period
were 139x 107 for Fusarium and 5-1x 107 for
Colletotrichum, compared, respectively, with
0-3x% 107 and 0-19x 107 for the two bunches from
which flower parts and the last bunch bract had been
removed. Even though the standard deviations for
mean control were high (Fig. 5), due to hetero-
geneity of quantities of conidia trapped between the
different experiments, the reduction of inoculum
was very constant and significant.

DISCUSSION

Conidia of Colletotrichum spp. were readily trapped
during the present study. This indicates that the
water-borne spore trap used is particularly suitable
for epidemiological studies of anthracnose and
crown rot of bananas, as for mango anthracnose
(Fitzell & Peak, 1984; Dodd et al., 1991a), coffee
berry disease (Waller, 1972) and blueberry anthrac-
nose (Hartung et al., 1981). Conidia of C.musae are
essentially dispersed in rainwater, and this is
consistent with previous studies showing the ineffi-
cacy of Hirst aerial spore traps (Meredith, 1962a) or
agar plates exposed to air (Shillingford, 1976) for
collecting Colletotrichum conidia in banana planta-
tions. Macroconidia of Fusarium species are also
dispersed in rainwater, while Lukezic & Kaiser
(1966) indicated that they could be dispersed by
wind, especially under dry conditions.

The pattern of natural contaminations of bananas
noted in the field is an original result. The decreased
spore release observed 40 days after bunch emerg-
ence indicates that there is a critical period during
which most contaminations of the bunch would
occur. Young flower parts are a good substrate for
C.musae, but this substrate is exhausted with time
and senescence, so the fungus cannot develop on
old flower remnants. This is consistent with the fact
that inoculations of flower parts with C.musae more
than 42days after bunch emergence were unsuc-
cessful in causing tip rot of bananas (Israeli &
Temkin-Gorodeiski, 1977). It also explains the
observation that C.musae was not common in dried
old floral parts, or in wash-water samples in studies
carried out by Shillingford (1976) in Jamaican
boxing plants. However, in commercial plantations,
bunches are often covered with a plastic sleeve, and
further studies are in progress to compare this
pattern on unsleeved and sleeved bunches.

Climatic conditions during the critical period
may influence the level of primary inoculum in the
field and sporulation on the source organs, as
suggested by variation in the quantities of spores
trapped in the different experiments. A better
understanding of the effect of climatic conditions
on sporulation of C.musae on the inoculum sources
would provide information for forecasting the risks
of heavy bunch contaminations and for deciding
relevant control measures. With regard to the
liberation of conidia, because of heterogeneity in
the banana canopy and the resulting variability in
rainwater collected in the traps during the same
period, it would not make sense to determine a rain
limit beyond which significant numbers of conidia
would be detected as shown for mango anthracnose
(Dodd et al., 1991b). Lastly, the amount of spores
trapped is not fully representative of the quantity of
inoculum remaining on the fruits, and a better
understanding of conidial adhesion in different
amounts of water is needed to estimate infection
levels.

Concerning the epidemiology of C. musae,
primary inoculum can be produced from trashed
leaves hanging on the banana trees or from other
bunches, and be splashed by rain to the flower parts
and the last banana bract, where the more important
secondary inoculum is produced and available for
bunch contamination. A correlation between the
number of dead leaves per plant and the incidence
of anthracnose was observed in Queensland (Sim-
monds & Mitchell, 1940), suggesting that trashed
leaves could increase the quantity of primary
inoculum. Furthermore, conidia of C.gloeospor-
ioides can be rain splashed as far as 8 m in coffee
orchards (Waller, 1972), suggesting that rain
splashing of C.musae over 2-3m (plant spacing
in banana plots) is feasible. Insects, which are
common visitors of banana flowers and play a role
in transmission of SFR strains of moko disease
(Stover, 1972), may be another vector for this
primary inoculum, in the same way as pickers are
reported to be for CBD in Kenya (Waller, 1972).
Ascospores of Glomerella musarum, the teleo-
morph of Colletotrichum musae, may also be part
of this primary inoculum as they can represent
0-23% of the air spora in Jamaican banana
plantations (Meredith, 1962b). Ascospores of
Glomerella cingulata, the teleomorph of C. gloeos-
porioides, were trapped in the air of mango
orchards, but were not considered to be important
for dispersal of mango anthracnose (Fitzell & Peak,
1984). Regardless of its origin, this primary
inoculum is far less important than the secondary
inoculum supplied by sporulation on the flower
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parts and the last bunch bract. Very few spores were
trapped when these organs were removed.

The conidia observed could only be characterized
as belonging to the genus Colletotrichum or
Fusarium, and conidia of various different Colleto-
trichum species were probably inciuded in the
counts. C. musae was readily isolated from young
flower parts, and further studies of the other
Colletotrichum species present are in progress.
Their effects may be similar to those in coffee berry
disease (CBD) where four Colletotrichum species
are present on coffee bark, only one of which is
pathogenic and responsible for the disease (Gibbs,
1969).

The last bunch bract and flower remnants are
both available inoculum sources for C. musae. This
is in line with previous studies of mycoflora on
decaying banana leaves in Jamaica where C. musae
was reported to be one of the more common
primary colonists (Meredith, 1962b). In the same
study, Fusarium species were not often observed on
or isolated from decaying leaves, confirming the
importance of flower parts as inoculum sources for
Fusarium species.

Flower remnants and the decaying last bunch
bract are the best inoculum sources for C. musae
because of the inability of this fungus to develop on
green parts of banana trees; it remains quiescent on
green leaves (Meredith, 1962b) and green fruits
(Chakravarty, 1957). In this respect the disease
differs from mango anthracnose where young
leaves are the main source of inoculum (Fitzell &
Peak, 1984), and from CBD where green and ripe
berries are the main sources (Gibbs, 1969). How-
ever, there is a similarity to postbloom fruit drop
disease of Citrus, where slow-growing orange
strains of Colletotrichum gloeosporioides remain
quiescent on leaves until the next bloom. Sub-
stances from petals then stimulate development of
appressoria and the formation of new conidia,
which are dispersed on flowers and infect develop-
ing fruits (Agostini & Timmer, 1994).

The fact that C. musae and Fusarium species do
not develop on green parts of banana trees indicates
that it would not be damaging for the crop to
remove inoculum sources in order to reduce field
contamination. Further studies are in progress to
determine whether removing the last bract and the
flower remnants is an efficient control strategy to
reduce levels of bunch infection.

Another strategy could involve the use of
preharvest fungicide treatments. Considering that
flowering can occur every week on different plants
in the same banana plot, control strategies should be
developed to treat each tree at different periods.

According to the pattern of spore release, early
spraying is preferable to regular spraying at 15-day
intervals, as recommended by Rawal & Ullasa
(1989). Furthermore, Temkin-Gorodeiski er al.
(1975) highlighted the importance of spraying
bunches between 7 and 14days after bunch
emergence for effectiveness in control of banana
tip rot caused by C. musae. The use of the trap
described here would be of great interest to study
the effect of preharvest sprays on inoculum levels as
noted for mango anthracnose (Dodd er al., 1991a)
and CBD (Griffiths et al., 1971).

In conclusion, this study highlights good poten-
tialities for prophylactic methods to reduce bunch
contaminations and to avoid postharvest chemical
control in order to export fruits safer for consumer
health.
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Chapitre 5 :Etude des facteurs mis en jeu au cours de la
pollution des fruits par Colletotrichum musae

2. Importance des différentes sources d’inoculum et du mode de dispersion

des conidies

L’utilisation de pieges a spores, comme décrite précédemment (voir aussi annexe 2), a
permis de mettre en évidence que la production d’inoculum incident, et par conséquent la
pollution des fruits, intervenait principalement dans les 40 premiers jours qui suivent 1’émergence
du régime. Il est probable qu’un plus grand nombre de contaminations se produisent au cours de
cette période. Cette étude a aussi permis de mettre en évidence que la pollution des fruits se faisait
principalement a partir d’un auto-inoculum produit sur les piéces florales et la bractée inférieure
du régime.

Toutefois, cette approche expérimentale, bien qu’ayant fourni des informations sur la
dynamique de production d’inoculum efficace, présente 1’inconvénient de ne pouvoir discriminer
C. musae des autres especes associ€ées. Nous avons donc complété les données obtenues
précédemment par une étude plus qualitative concernant la multiplication de C. musae sur les
pieces florales, depuis la floraison jusqu’a la récolte des fruits.

Par ailleurs, la mesure de I’inoculum incident ne refléte pas forcément 1’inoculum efficace
qui participe a la contamination des fruits. Nous avons donc évalué le poids de cet auto-inoculum
produit de fagon distincte sur les pi€ces florales et sur la bractée au sein de 1’inoculum efficace.

Les études de pi¢geage de spores ont été conduites dans des conditions particulieres de
bananiers non gainés. Il nous a semblé utile de déterminer I’influence de cette pratique culturale
qui est couramment mise en oeuvre, sur, d’une part, les quantités d’inoculum produites par les
piéces florales, et, d’autre part, les niveaux de contamination des fruits.

Enfin, le fait de piéger des quantités importantes de conidies dans les eaux de ruissellement
ne permet pas d’exclure d’autres modes de dispersion. Ce dernier aspect a pu étre abordé en

s’affranchissant expérimentalement d’une dispersion par 1’eau de pluie.
Les résultats de ces travaux sont présentés sous la forme d’une publication soumise a la

revue Plant Pathology (PP 99080). Un résumé en frangais de cette publication est fourni en

annexe 1.
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Importance of different sources of inoculum and dispersal methods of conidia
of Colletotrichum musae (Berk. and Curt) Arx, the causal agent of banana

anthracnose, for fruit contamination.

L. de LAPEYRE de BELLAIRE?, M.CHILLET?, C.DUBOIS® and X.MOURICHON®

2 CIRAD-FLHOR - laboratoires de pathologie et de physiologie végétale, Station de Neufchéteau,
97130 Guadeloupe, France; ° CIRAD-FLHOR - Service de biométrie, Avenue Agropolis (BAt.
3), BP 5035, 34032 Montpellier cedex 1, France; * CIRAD-AMIS - Programme protection des
cultures, Avenue Agropolis (Bat. 2), BP 5035, 34032 Montpellier cedex 1, France

Different populations of Colletotrichum have been characterized and quantified on floral parts of
banana plants from flowering till harvest. Strains of Colletotrichum found to be pathogenic and
attributed to the species C. musae (77% of isolates) were differentiated from other species by
abundant sporulation, a short mycelium and rapid growth. C. musae was isolated from floral parts
mainly during the month following bunch emergence. The respective contribution of different
sources of inoculum (leaves, bunch bracts, floral parts) for fruit contamination was evaluated.
When the floral parts and the bunch bracts were removed at flowering, the incidence and
particularly the severity of anthracnose disease were considerably reduced. The severity of the
disease is strongly correlated with the cumulative rainfall during the first 35 days after bunch
emergence, and it was considerably reduced when rainwater runoff over the bunches was limited
by placing plastic sleeves over them. The disease was not observed on banana fruit grown under
shelters, protected from rain. The results obtained from this study show clearly that the
contamination of fruit takes place largely from the trickling of rainfall over the floral parts which
constitute the main source of inoculum. The application of these results for integrated control is
discussed.

INTRODUCTION
The quality of bananas produced in the French West Indies is severely affected by skin defects due
to the appearance of brown rots caused by anthracnose disease during fruit ripening.

Colletotrichum musae (Berk. and Curt.) Arx, the fungus responsible for this disease, can form
lesions on fruits even without skin bruising, but it produces larger lesions which appear more
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rapidly when the fruit are damaged (Meredith, 1960). The conidia contaminate the fruit in the
field, germinate rapidly and form a melanized appressorium which will remain inactive until the
fruit ripen (Muirhead & Deverall, 1981). A penetration hypha then develops and the mycelium
enters the skin and later the fruit pulp, forming brown lesions.

This disease is in practice controlled by postharvest fungicide treatments (Frossard, 1969;
Rippon, 1972; Shillingford, 1978; Slabaugh & Grove, 1982; de Lapeyre de Bellaire & Nolin,
1994). However, under Guadeloupe conditions, this chemical control has reached a deadlock for
three main reasons: (i) aerial fungicidal sprays to control Sigatoka disease have resulted in the
appearance of strains resistant to the active ingredients used for the postharvest treatments (de
Lapeyre de Bellaire & Dubois, 1997); (ii) the fungicidal treatments are not effective in all the
production zones, quite apart from the appearance of resistant strains (Chillet ez al., 1998); (iii)
consumer demand is for a reduction in pesticide use, especially those applied postharvest. Thus,
research programmes have developed to introduce new control strategies that would rely on a
better understanding of the epidemiological aspects of the disease.

Some work has already been carried out, but the methodology used was often unsuitable for
the study of a waterborne disease (Agati, 1922; Simmonds & Mitchell, 1940; Meredith, 1962a;
Shillingford, 1976).

In a previous study, populations of Colletotrichum spp. reaching banana bunches have been
quantified in rainwater runoff (de Lapeyre de Bellaire & Mourichon, 1997). In this way it was
shown that the populations were at a maximum 6 weeks after the emergence of the inflorescence
and that the floral parts and the main bract were the main sites of production of the inoculum
collected by spore trapping. Thus the hypothesis was proposed that the contamination of the fruit
of a bunch takes place mainly from an "auto-inoculum" produced on the floral parts and the main
bract of this same bunch. This auto-inoculum would be supplemented by an "allo-inoculum"
coming from other banana plants.

The objective of this work is to evaluate the role played by the floral parts as sites of inoculum
production of the pathogenic species, C. musae; to measure the relative importance of the auto-
inoculum as a source of effective inoculum; and better to explain the role of rainfall as a conidium
dispersal factor leading to fruit contamination. Covering the bunches at flowering with a plastic
sleeve, as currently practised by banana growers, will also be tested for its effect on the levels of

fruit contamination.
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MATERIALS AND METHODS

Isolation and quantification of C. musae from floral parts

Experimental procedure

The experiments were carried out on a site characterized by consistently high levels of
anthracnose disease. All the plants belonged to the variety Grande Naine (a triploid cultivar of the
species Musa acuminata, Cavendish group). Two hundred plants were selected on the same date,
at the stage when the fruit are in a horizontal position (i.e. about 7 days after the bunch
emergence). For half of them the inflorescences were covered with a plastic sleeve (S=Sleeved)
whereas those of the other half were not (NS). The S and NS banana plants were arranged over
the whole site in 10 plots of 10 plants/plot. The plots of the two treatments were arranged
alternately. Observations were made over the course of two very distinct periods which differed
in their rainfall regime during the first month after flowering.

Quantification by the suspension-dilution technigue

Each week, from flowering till harvest (for 13 weeks), all the floral parts of one fruit from the
same hand (hand no. 2) were sampled on each of 200 bunches. The floral parts of a given plot
were mixed and placed in 100 mL of sterile distilled water and shaken (180 oscillations.min™) for
one hour. The suspension of conidia thus obtained was filtered through a 30um sieve and
centrifuged at 4000 rpm for 10 minutes. The pellet was then washed in 40 mL sterile distilled
water, and the suspension of conidia diluted 10?, 10°> and 10* times. Ten platings were then made,
at the rate of 100 uL of each suspension, onto Mathur’s medium enriched with antibiotics
(MgS0,.7H,0 2.5 g; KH,PO, 2.7 g ; Peptone 1 g; yeast extract 1 g; saccharose 10 g; agar 15 g;
Rifampicin 100 mg; ketoconazole 0.8 mg).

After 3 days' incubation, the Colletotrichum colonies were identified, for one of the three
dilutions, by their morphology and by a quick examination under the microscope. One colony of
Colletotrichum was then randomly chosen in each plate and transferred onto Mathur’s medium
without antibiotics in order to be characterized morphologically after 10 days' culture in darkness
at 25°C. Hence, at each isolation date, 100 cultures of Colletotrichum were analyzed for each of
the treatments S and NS. Membership of the species C. musae was confirmed by testing the
pathogenic activity of these strains following inoculation of both wounded and unwounded green
fruit with a suspension calibrated at 10° or 10° conidia.mL". The total number of colonies

belonging to the genus Colletotrichum, and the proportion of pathogenic strains among these,
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provided an estimate of the number of propagules of C. musae for each sample taken from one
plot.

The interpretation of the results is based on analysis of variance, after logarithmic
transformation of the data, done with S.A.S. software (SAS Institute Inc, 1996).

Effect of sleeving and elimination of auto-inoculum sources on the level of fruit

contamination

This study was carried out on the same experimental plot as before, which was divided into two
equal parts. On one of them, all the floral parts were removed at flowering, together with the
bunch bract and the old senescent leaves (treatment R=Removed). On the other half, no such
removal was done, except for the removal of leaves around the bunch (treatment NR). In each
R and NR sub-plot, some of the bunches were sleeved (S) and others not (NS). The selection of
sleeved and non-sleeved bunches was made so as to distribute these two treatments as uniformly
as possible over each of the R and NR areas, thus avoiding zone effects. The combined effect of
these operations enabled the comparison of the 4 treatments NR/NS, NR/S, R/NS and R/S.
The levels of contamination were estimated at harvest by the observation of an outside fruit of
hand no. 4 sampled from each bunch. The experiment lasted for 10 weeks of flowering and 10

weeks of harvesting.

Study of the contamination of fruit under shelters

The dispersion of conidia in the complete absence of rain was studied experimentally under
shelter. For this, 10 banana plants were raised in a plastic tunnel. At the flowering stage, all the
floral parts on five plants were inoculated at the rate of 25 pL of a conidial suspension calibrated
at 10° conidia.mL. The C. musae populations on the floral parts were assessed individually on
each plant, from flowering till harvest, using the methodology already described. At the same
time, the C. musae populations were also counted on 8 plants in the open field. The levels of

contamination were estimated at harvest, for each of the fruit of each bunch.

Measurement of contamination levels of fruit at harvest

The levels of contamination of fruit were quantified using a technique perfected earlier and which

enables a maximum of quiescent infections to be detected (de Lapeyre de Bellaire et al., 1999).
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The severity of the disease was measured by the number of anthracnose lesions per fruit (NLF),
and the incidence of the disease by the percentage of necrotic fruit (PNF).

The weekly observations were treated as blocks. As the variances were not the same, the means
of NLF were transformed to their square roots. The percentages of necrotic fruit were
transformed to arcsin (sqrt (PNF)) before analysis. The different treatments were compared by
analysis of variance using S.A.S. software (SAS Institute Inc, 1996), using the Newman-Keuls

multiple comparison test.

RESULTS

Quantification and production dynamics of C. musae on floral parts

Two morphotypes characterize the 990 strains of Colletotrichum isolated from floral parts (table
1). The first morphotype A corresponds to strains which sporulate abundantly or moderately in
the dark, have a rather short, not very dense mycelium and show rapid growth ir vitro (more than
50 mm in 5 days). The second morphotype, B, is represented by strains which sporulate very
feebly or not at all in the dark, have a fluffy aerial mycelium, and slower growth (less than 50 mm
in 5 days). The pathogenic strains, 731 in number, were mostly of morphotype A, while the non-
pathogenic strains, numbering 259, were mostly of morphotype B. Hence, for all later
observations, the distinction of morphotype A was used to quantify C. musae and the
pathogenicity was no longer tested except for certain doubtful strains.

For all the strains of Colletotrichum characterized morphologically during the 40 days after
flowering, the majority belonged to the species C. musae, i.e. 74 and 75% of the total number of
isolates made respectively in the course of the first and second period. Later, the proportion was
lower, i.e. 54 and 56% for these two periods. Finally, for the cumulative amounts of inoculum
from flowering to harvest, calculated from isolations made on floral parts, C. musae appeared
largely to predominate (74% and 82% respectively in the course of the two periods).

Figure 1 shows clearly the dynamics of C. musae which reach a maximum population during
the 40 days following flowering. In the course of the first isolation period, the population level
was associated with an irregular rainfall distribution, in contrast to the second period during
which the expected production peak was observed, followed by rapid washing away of C.musae.

The cumulative amount of inoculum on the floral parts was greater during the first period (P
<0.004). Moreover, for both periods the amount of inoculum was greater on the floral parts of
the non-sleeved bunches, although the differences were not significant (table 2).
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Relative importance of aute-inoculum for fruit contamination

The severity and incidence of the disease which were measured on the fruit from bunches which
had received no treatment (NR/NS) were very high and markedly greater than those of other
treatments (table 3). The degree of severity observed for this treatment makes it possible to
quantify the part of the total inoculum involved in fruit contamination. The high values observed
show that the conditions of this experiment were relatively favourable for expression of the
disease.

In the absence of sources of auto-inoculum (treatment R/NS) the severity of the disease
observed on the fruit represents no more than 28% of that which was measured in the presence
of the total inoculum (table 3). The auto-inoculum which develops on the floral parts and the
bunch bract thus contributes greatly to fruit contamination. In the presence of a plastic sleeve, the
relative contribution of this auto-inoculum is however less, as is shown by comparing the degrees
of severity observed for the treatments NR/S and R/S (table 3).

With or without the plastic sleeve, in the course of the 10 weeks of harvest a good correlation
is found (1=0.83 and r=0.97 respectively) between the severity measured on the fruit which have
received no treatment and that on fruit for which the sources of auto-inoculum were eliminated

at an early stage.

Importance of rainfall for fruit contamination

Sleeving, which restricts the flow of rainwater and conidial transport from the source of the auto-
inoculum towards the surface of the fruit, causes a considerable reduction in levels of
contarnination (table 3). This sleeving effect is large, and greater than that of removing the floral
parts and the bract (table 3). Sleeving interacts significantly with the elimination of sources of
auto-inoculum, the latter having a more marked effect when the bunches are not sleeved.

In the absence of the plastic sleeve, the levels of contamination are strongly correlated with the
cumulative rainfall in the first 35 days after flowering (Figure 2). In the presence of all the
inoculum sources (NR/NS) and in the absence of sources of auto-inoculum (R/NS) the
coefficients of the correlation with rainfall are 0.836 and 0.864 respectively.

The amount of inoculum recovered from the inoculated floral parts under shelter was very large
and exceeded the levels which were found in field-grown plants (Figure 3). However, very few
lesions were observed on these fruit, and even fewer on the fruit whose floral parts were not

inoculated, in comparison with fruit harvested from plants in the field (Figure 3).
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DISCUSSION

The study of the dynamics of C.musae isolated from floral parts by using a suspension-dilution
technique confirms the results which were obtained previously using spore traps (de Lapeyre de
Bellaire & Mourichon, 1997). Most of the inoculum is produced in the first 30-40 days following
flowering: after this critical period production decreases rapidly. The technique used here has the
advantage of distinguishing C.musae from other Colletotrichum species, by the analysis of
morphological and pathogenic characters. However, although the morphological characteristics
of the pathogenic strains, attributed to C.musae, appeared to be quite specific in the course of this
study, there is no doubt that certain pathogenic strains have characteristics which cause them to
resemble non-pathogenic strains. These different morphotypes have already been described for
the banana (Ashby, 1931; Simmonds & Mitchell, 1940; Kaiser & Lukezic, 1966) and have often
been considered to belong to the same species. Nevertheless, this study suggests the existence of
a complex of species as has been demonstrated for other models of anthracnose (Hindorf, 1970;
Gunnell & Gubler, 1992; Bernstein ef al., 1995; Brown et al., 1996).

The decrease in C.musae observed over the course of the 2-4 weeks after flowering may be
likened to the observations of Meredith (1962b) who showed that C.musae was a primary
coloniser of leaves before disappearing progressively during their senescence. Thus it seems likely
that C.musae only develops on organs which are beginning to senesce. Such organs therefore
constitute a support for inoculum which quickly runs out after about a month. The inoculum
present is then washed off by rainwater and the discharged acervuli no longer produce new spores
(Meredith, 1962b). If the rain is heavy, the acervuli quickly release the conidia as shown by the
rapid decrease of the quantities of C.musae propagules found on the floral parts during the second
period of isolation. On the other hand, during the first isolation period, the inoculum is available
over a longer period as it is less easily leached by the rain which is irregular and interrupted by
short dry spells of 4-8 days.

Several hypotheses could explain these C.musae dynamics on the floral parts and other organs.
The substrate on which the fungus develops could become progressively unfavourable. In fact the
water content of the floral parts falls rapidly, in 2-3 weeks, from 90% to 50%. Similarly, certain
constituents such as sugars (glucose, fructose, saccharose), and ammonium and nitrates, present
their maximum contents from 7 days, and decline rapidly thereafter (de Lapeyre de Bellaire,
unpublished data). The progressive appearance of other, more competitive or antagonistic, fungal
species could also lead to the disappearance of C.musae. In this connection, it is interesting to
note that the disappearance of C.musae is accompanied by the appearance of other species, mainly
of the genus Cephalosporium which becomes preponderant until harvest (de Lapeyre de Bellaire,
unpublished data).

Our results show clearly that the floral parts and the bunch bract constitute the main sources
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of inoculum for fruit contamination. This confirms the conclusions from earlier studies made using
spore traps which provided evidence of this auto-inoculum (de Lapeyre de Bellaire & Mourichon,
1997). The perfect similarity between the dynamics of the inoculum reaching the bunches,
observed by spore trapping, and the dynamics of C. musae populations on floral parts suggests
very strongly that these organs are really the most important source of inoculum. This is in
contrast to the conclusions of Simmonds & Mitchell (1940) who considered that the senescent
leaves were the main source of inoculum. In practice, the senescent leaves are often removed, but
they probably contribute to the allo-inoculum. This allo-inoculum, although less important than
the auto-inoculum which develops on the floral parts and the bunch bract, is however not
negligible. Moreover, the good correlation observed between the severity measured on the fruit
which had received no treatment and those from which the sources of auto-inoculum had been
removed suggests clearly that this auto-inoculum is dependent on an external source. Thus it is
evident that any effect on the allo-inoculum (such as removal of dead leaves or the weather
conditions) will affect the secondary development of the auto-inoculum. This could explain the
importance of the sanitation practices of the banana plantations as the primary factor explaining
the levels of fruit contamination measured in earlier surveys (Simmonds & Mitchell, 1940; Chillet
et al., 1998).

The importance of the role of water in spore dispersal and fruit contamination is clearly
demonstrated here. Firstly, a strong relationship was noted between rainfall and the quantity of
inoculum produced, both for the total inoculum or the allo-inoculum, as shown by the levels of
fruit contamination. Such relationships are mentioned by various authors for other fruit
anthracnoses (Denham & Waller, 1981; Dodd et al., 1992; Waller, 1992). On the other hand, in
the case of pawpaw anthracnose, for which the role of the teleomorph (Glomerella cingulata) in
the disease cycle has been suggested, the relation between rainfall and the disease is not clearly
shown (Hunter & Buddenhagen, 1972; Duran & Mora, 1988). By another way, in the case of the
banana, placing a perforated plastic sleeve around the bunches has the effect of limiting the
circulation of rainwater and reduces the fruit contamination levels by more than 82%. Similar
results were obtained by bagging mango fruit on the tree with paper bags (Hofman et al., 1997).
Finally, it is shown that in the absence of rain, and even in the presence of a high level of inoculum
on the floral parts, the dispersal of conidia and consequently the contamination of the fruit is
unlikely. These results are similar to those obtained for mango anthracnose (Fitzell & Peak, 1984).

The results of this study have important applications in the control of this disease. They reveal
real possibilities for avoiding chemical control by reducing the levels of fruit contamination in the
field. Thus, it is clear that placing a plastic sleeve around the banana bunches, by acting directly
on the circulation of water, reduces contamination levels very markedly. This sleeve effect has
never been shown before. In fact, sleeving was developed first and foremost to accelerate fruit

growth (Berril, 1956; Ganry, 1975; Turner & Rippon, 1973) and as a protection against thrips
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attack (Lachenaud, 1972). However, this effect on the level of anthracnose only occurs if sleeving
is done early. This practice alone appears to be more effective than the removal of the floral parts
and the bunch bract, which are labour-intensive operations. Although the combination of the two
practices leads to a very satisfactory reduction in the amount of fruit contamination, it is probable
that sleeving alone could suffice to maintain the levels of contamination at an acceptable threshold
without recourse to chemical control. Work is currently in progress to test this technique on a

large scale.
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Table 1. Morphological characteristics of the pathogenic strains (731) and non-pathogenic
strains (259) of Colletotrichum isolated from floral parts of banana plants. For each character
(mycelium type, sporulation intensity, growth at 5 days) the proportion (%) of strains is shown

for each class.

Appearance of Sporulation Growth at 5 days®

mycelium” intensity”

3 2 1 0 1 2 3 <50cm >50cm
Pathogenic 2 17 81 0.1 0.7 10 89.2 10 90

strains
Non-pathogenic 82 17 1 24 69 5 2 87 13

strains

* 1, short mycélium; 2, moderately fluffy mycélium; 3, very fluffy mycélium
Y0, no sporulation; 1, weak sporulation; 2, fairly active sporulation; 3, abundant sporulation

% growth measured in the dark at 22°C

Table 2. Comparison of the cumulative number of propagules of C. musae recovered from floral
parts of banana plants, from flowering till harvest, for 100 sleeved and 100 non-sleeved bunches.
Each value represents the mean calculated from 10 samples. Each sample consisted of the floral

parts of 10 fruit. Two periods are considered.

First period Second period
Not sleeved 604.5 302.7
Sleeved 511.6 235.3
F value* <] <1
p value* NS NS

* F value and p value were determined by analysis of variance of the sleeving effect after logarithmic

transformation; NS, not significant at the 5% probability level



Table 3. Analyses of variance done to test the effect of sleeving and of removal of sources of
auto-inoculum on the numbers of anthracnose lesions per fruit at harvest (severity) and the
percentage of necrotic fruit (incidence). Each value is the mean of 10 weeks' observation, and the
total number of fruit observed is shown.

Source Severity* Incidence’ Number of fruit

Removal of floral parts

Not removed 47.2 95.8 967
Removed 16.2 86.0 980
F value 287 27.7

p value <0.001 <0.001

Sleeving

Not sleeved 55.1 97.4 847
Sleeved 12.0 82.7 1100
F value 554 64.2

p value <0.001 <0.001

Sleeving x Removal*

NR/NS 9.1 (a) 99.7 (a) 396
R/NS 26.5 (b) 929 (b) 451
NR/S 16.4 (c) 87.5 (b) 571
R/S 84 (d) 773 (c) 529
F value als 31

p value <0.001 <0.001

* Severity = Mean of NLF, the number of lesions per fruit in the observed sample. Data were transformed to square
roots before analysis
Y Incidence = PNF, the percentage of necrotic fruit. Data were transformed to arcsin(sqrt(PNF) before analysis

? Values followed by the same letter do not differ at the 5% probability level, using the Newman-Keuls test
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Fig 1. Number of propagules of C. musae isolated from floral parts of banana
plants, every week from flowering till harvest, for 100 sleeved bunches (l) and 100
non-sleeved bunches (O). The bars represent the standard error of the mean
calculated from 10 samples. Each sample consisted of the floral parts of 10 fruits.
The daily rainfall is indicated below. Two experiments are shown (above and
below).
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Chapitre 5 :Etude des facteurs mis en jeu au cours de la pollution
des fruits par Colletotrichum musae

3. Discussion

Sur des régimes non gainés, la pollution des fruits s’effectue principalement a partir d’un
auto-inoculum produit sur les piéces florales et la bractée inférieure du régime. Il est ici montré
que I’ablation de ces organes diminue a la fois la quantité d’inoculum incident sur les régimes,

mais aussi les niveaux de contamination des fruits.

La pollution des fruits est maximale dans le mois qui suit le stade de floraison ‘doigts
horizontaux’. Cela montre bien I’importance de cette phase au cours des stades précoces de
développement des fruits. Les risques de pollution dans les stations de conditionnement sont
probablement moins importants que ce qui a pu étre signalé par d’autres auteurs (Shillingford,
1976). D’ailleurs, les populations de Colletotrichum sp isolées a partir des eaux des bacs de
dépattage des fruits sont généralement faibles (Stover, 1972). Cette dynamique de pollution est
la conséquence d’un tarissement progressif des sources d’inoculum efficace au cours de la
croissance des fruits. C. musae est un colonisateur primaire des organes sénescents du bananier
(Meredith, 1962b), mais les populations s’amenuisent rapidement au bout de 3 & 4 semaines.
Ainsi, c’est la pluviométrie au cours des 35 premiers jours de floraison qui permet le mieux
d’expliquer les niveaux de contamination des fruits lorsque toutes les sources d’inoculum sont en
place. On constate cependant que cette relation subsiste encore en I’absence des pieces florales
et de la bractée inférieure du régime. Il faut donc admettre I’existence d’une ou plusieurs autres
sources mineures ayant la méme dynamique de production d’inoculum. Par exemple, lorsque les
feuilles (notamment au moment du dégagement du régime) ou lorsque la bractée supérieure du
régime sont éliminées, il subsiste, au niveau de la zone de découpe, une nécrose sur laquelle un

développement saprophytique de C. musae reste possible.

Plusieurs arguments expérimentaux permettent maintenant d’atfirmer que la dispersiondes
conidies se fait essentiellement par 1’eau de pluie : (i) les niveaux de contamination des fruits sont
liés a I’'importance des précipitations, surtout durant le premier mois qui suit la floraison (voir
aussi annexe 2 pour I’inoculum incident); (ii) des conidies du genre Colletotrichum (dont ’espéce
C. musae représente 77 % de la population présente sur les pieces florales) sont fréquemment
observées dans les eaux collectées apres ruissellement a la surface des fruits ; (iii) on observe
aucun développement d’anthracnose sur les fruits produits en absence de pluie, sous abris, méme
lorsque les sources d’ inoculum sont abondantes. Dans une revue consacrée au rdle de la pluie dans
la dispersion des agents phytopathogenes, Fitt et al. (1989) ont décrit un certain nombre de
caractéristiques que possedent les spores des champignons disséminés par 1’eau de pluie. Tout

d’abord, ces spores sont produites dans un mucilage qui les protége de la dessiccation, ce qui est
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le cas des conidies de C. musae (Simmonds & Mitchell, 1940). La germination ne peut avoir lieu
tant que ce mucilage, trés concentré, n’a pas été dilué dans ’eau de pluie. Des inhibiteurs sont
effectivement présents dans la matrice qui entoure les conidie de C. musae (Mondal & Parbery,
1992). Le mucilage aurait aussi un effet tensioactif, ce qui permettrait une meilleure distribution
de I'inoculum sur les organes végétaux. Les conidies disséminées par 1’eau de pluie sont
généralement lisses, a parois fines, et hyalines, caractéristiques que I’on retrouve chez les conidies
du genre Colletotrichum, par opposition aux spores disséminées préférentiellement par le vent qui
sont souvent épaisses, colorées et dont les parois sont ornementées. Enfin, les spores véhiculées
par I’eau de pluie sont connues pour avoir des propriétés adhésives qui leur permettent de se fixer
rapidement a la surface de I’h6te en présence d’eau libre. C’est le cas des conidies de C. musae
qui adhérent préférentiellement sur des surfaces hydrophobes telles que 1’épiderme de la banane
(Sela-Buurlage ef al., 1991).

Les résultats obtenus sous abri plastique suggerent que la pluie n’est pas le seul vecteur
potentiel de I’inoculum sur les pieces florales (on isole de faibles quantités d’inoculum sur des
pieces florales non inoculées). Deux hypothéses peuvent étre formulées. La premiere est relative
a un transport par des insectes. Simmonds & Mitchell (1940) ont montré que des drosophiles
pouvaient transporter les conidies de C. musae, mais ils n’accordent toutefois pas une grande
importance a ce type de vection, compte tenu des trés faibles populations de drosophiles
habituellement observées dans les bananeraies. Plus probablement, mais cela reste a démontrer,
le thrips de la fleur, Frankliniella parvula, trés fréquemment observé sur les jeunes pieces florales
(elles sont alors riches en sucres), pourrait assurer le transport des conidies de pieces florales en
pieces florales. La deuxieme hypothése est relative a un transport des ascospores par le vent
(Meredith, 1962a ; Kaiser & Lukezic, 1966). Toutefois, comme cela a été discuté aux chapitres

1 et 2, 'incertitude demeure encore quant a I’existence de la forme parfaite.

Le gainage des régimes est une pratique qui a une influence marquée sur la pollution des
fruits. Elle a pour effet, tout d’abord, de réduire la contribution des sources d’auto-inoculum a
I'inoculum efficace. Cependant, I’effet le plus important du gainage est qu’il entraine une
réduction considérable de la pollution des fruits, avec pour conséquence une réduction de plus de
80 % des niveaux de contamination. Bien que la production d’inoculum sur les pieces florales,
sous la gaine, semble moins importante (I’effet du gainage n’est toutefois pas significatif), cette
réduction traduit avant tout une circulation de I’eau limitée a la surface des piéces florales et des

fruits cibles.
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Chapitre 6: Etude, en conditions contrélées, de ’action de la température et de I’humidité
relative sur la phase de contamination des fruits par Colletotrichum musae

Une fois le contact établi entre le parasite et la surface de I’hdte, la germination et la
formation d’un appressorium mélanisé, véritable structure capable de résister a des conditions
adverses jusqu’a la maturation des fruits (Muirhead & Deverall, 1981 ; Swinburne, 1983), vont
permettre I’installation définitive de ’agent pathogéne. Ainsi, I’efficience contaminatrice se
mesurera par la proportion d’inoculum, parvenu a la surface des fruits, ayant formé au moins un
appressorium mélanisé. Il a été rappelé, au cours du chapitre 1, que la germination et la formation
de I’appressorium dépendent a la fois de facteurs biotiques (inhibiteurs contenus dans la matrice,
chélateurs du Fer qui stimulent la germination, sucres, cires cuticulaires, éthyléne) et abiotiques
(température et humidité). L’effet de la température (Goos & Tschirsch, 1962 ; Al Zaemey et al.,
1994) et de ’humidité relative (Goos & Tschirsch, 1962 ; Badger, 1965) sur la germination des
conidies et la formation des appressoria a déja été étudié, mais uniquement sur des milieux
artificiels, trés €loignés des conditions naturelles. Leu & Chang (1988) ont montré, de plus, que
la germination et la formation des structures infectieuses pouvaient fortement varier selon le
support utilis¢ (lame de verre, tissus foliaires ou fruits). A la lumiére de ces éléments, il nous a
semblé utile de réexaminer I’effet de la température et de I’humidité sur ces deux étapes du
processus infectieux tout en prenant en compte les facteurs biotiques et en essayant de se
rapprocher le plus possible des conditions naturelles. Dans un premier temps nous avons étudié
’effet de différentes durées d’humectation a différentes températures, puis nous avons précisé

I’effet des conditions hydriques a la température optimale.

1. Matériel et méthodes

1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est celui précisé au chapitre 4, a la différence pres que seuls des
fruits 4gés de 4 semaines apres le stade de floraison ‘doigts horizontaux’ ont été utilisés. Ila été
montré, au chapitre 5, que la pollution des fruits est maximale durant le mois qui suit ce stade de
floraison. Le choix de fruits a un tel stade de maturité nous est donc apparu le plus judicieux pour
mieux se rapprocher des conditions de contamination naturelle. A chaque expérimentation, tous

les fruits provenaient de la troisiéme main d’un méme régime.

1.2. Inoculations et évaluation de I’efficience contaminatrice

Les inoculations des fruits ont été réalisées 24 h apres le prélevement et la découpe en
doigts, afin d’éviter le pic de production d’éthyléne lié aux blessures (Dominguez & Vendrell,
1993). La méme souche de C. musae a été utilisée dans toutes les expérimentations. Compte tenu

du role des inhibiteurs de la germination présents dans la matrice des conidies, il nous a semblé
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indispensable de disposer d’une technique standardisée pour la productionde I’inoculum. Eneffet,
il a été montré que ’effet de ces inhibiteurs pouvait fortement varier en fonction du nombre de
repiquages et de la concentration en conidies (Mondal & Parbery, 1992).

Production de [’inoculum :

Un isolement monoconidien a été réalisé sur milieu de Mathur & partir d’une lésion sporulante
s’étant développé sur un fruit préalablement inoculé. Apres 8 jours d’incubation a 27°C, en
lumiere continue, une série de cryotubes contenant 1 ml de glycérol a 30% ont été ensemencés
avec des masses de spores prélevées sur cette culture. Ces cryotubes, conservés a -80°C, ont été
utilisés, selon les besoins, pour initier de nouvelles cultures apres 1’étalement de 100 pl de leur
contenu. Cette procédure permet d’obtenir un inoculum le plus homogeéne possible, d’une

expérimentation a I’autre, tout en réduisant au minimum le nombre de repiquages.

Inoculations des fruits :

Les inoculations ont été réalisées avec des suspensions aqueuses de conidies. Ces derniéres ont
été collectées par un lavage superficiel des cultures avec de I’eau bi-distillée stérile. Dix
gouttelettes de 25 pl d’une suspension calibrée a 10° conidies/ml ont été déposées sur une des
faces latérales de chaque fruit. Aprés séchage des gouttelettes, les fruits ont été disposés dans des

enceintes soumises a différents régimes de température et d’hygrométrie.

Evaluation de [’efficience contaminairice :

Aprés différentes périodes d’incubation, une pellicule d’un mélange de vernis a ongle transparent-
acétone (2V/1V) a alors été appliquée au niveau des 10 sites d’inoculation. Apres séchage, la
pellicule de vernis a été retirée entrainant avec elle la cuticule et les conidies et les appressoria qui
ont ensuite €té colorés dans une solution de lactophénol-bleu trypan a 6%. Les pourcentages de
germination, d’une part, et de conidies ayant formé un appressorium mélanisé, d’autre part, ont
été évalués sur 200 conidies observées pour chaque prélévement. Chaque expérimentation a été
répétée 3 fois, et les moyennes obtenues ont été comparées par une analyse de variance, en
utilisant le test de Newman-Keuls a 5%.

1.3. Dispositif expérimental

Apres inoculation, les fruits ont été placés dans des enceintes de 3 litres. Les fruits
produisent du CO,, par la respiration, et également de I’éthyléne, notamment en conditions de
stress hydrique (Littmann, 1972), lesquels gaz peuvent affecter la germination et la formation des
appressoria. Les enceintes ont donc été utilisées en systéme ouvert, contrairement aux études

réalisées sur I’anthracnose de la mangue (Dodd et al., 1991b). Un systeme de pompes propulse
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de I’air qui barbote successivement dans deux solutions ( 600 ml de glycérol ou d’eau), puis
balaye I’intérieur de I’enceinte munie d’une sortie d’air (figure 28). Ce dispositif est placé dans une

enceinte thermostatée.

1.4. Etude de P’action simultanée de la température et de différentes durées

d’humectation

Le dispositif expérimental est utilisé afin d’obtenir une HR de 100 % sous 4 températures
(20, 25, 30, 35°C). Pour cela, I’air barbotait dans deux solutions d’eau bi-distillée stérile. Pour
chaque combinaison 4 fruits ont été inoculés. Une durée de séchage rapide des gouttelettes,
inférieure a 1 h, est obtenue par un balayage de la surface des fruits avec un air tiede. Un des fruits
a été prélevé apres 6, 12, 24 et 48 h d’incubation, et la germination et la formation d’appressoria

mélanisés ont été observés.

1.5. Etude de ’action de ’humidité relative

La germination et la formation d’appressoria mélanisés ont été évaluées dans différentes
conditions d’humidité relative (90, 97.5, et 100 %), a la température de 30°C. Pour chaque
condition d’humidité relative testée, deux fruits ont été inoculés et observés aprés 24 h
d’incubation, pour le premier, et 48 h pour le second. Le taux d’humidité de I’air est fixé par la
concentration en glycérol des solutions dans lesquelles barbote I’air propulsé par les pompes.
Nous avons utilisé des concentrations en glycérol de 314 ml/l et 100 ml/1 pour obtenir de I’air
respectivement aux HR de 90% et 97.5 % (Dinghra & Sinclair, 1986 ; Anonyme, 1997).
L’humidité de I’air est controlée a I’aide d’un psychrométre disposé a la sortie de ’enceinte
(annexe 3). Les températures humide et seéche ont ét€ mesurées avec des thermocouples
Cuivre/Constantan reliés a une centrale d’acquisition Campbell programmée pour calculer et
intégrer, tous les 1/4 d’heure, les moyennes de températures mesurées chaque seconde. La vitesse

du flux d’air était d’environ 1 m/s, permettant au thermometre humide d’atteindre rapidement sa
valeur réelle (Seck & Perrier, 1970).

2. Résultats

2.1. Etude de Paction simultanée de la température et de différentes durées

d’humectation

La germination est optimale a 30°C (figure 29 et tableau 20). Méme en conditions de

température optimale, seulement 1/3 des conidies ont germé apres 6 h d’incubation.
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Tableau 20. Analyses de variance sur I’effet de la durée d’humectation et de la température sur la
germination des conidies de Colletotrichum musae et la formation d’appressoria mélanisés

facteur pourcentage de germination* pourcentage d’appressoria mélanisés”

durée d’humectation

6h 16.1d 02d

12h 350 c 16.0 ¢
24h 442 b 289b
48h 678 a 48.0 a
p <0.0001 <0.0001
température

20°C 31.8 ¢ 173 b
25°C 46.0 b 30.5a
30°C 613 a 37.8a
35°C 25.1 ¢ 7.5¢

p <0.0001 <0.0001

durée d’humectation x température

p 0.06 0.002

* ¥ Chaque valeur est la moyenne de trois répétitions et celles qui sont suivies de la méme lettre ne
different pas selon le test de Newman-Keuls & 5%



Figure 28. Dispositif expérimental utilisé pour les études en conditions contrblées
de I’influence des facteurs climatiques sur la phase de contamination
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Figure 29. Pourcentage de germination observé dans différentes conditions de
température et avec différentes durées d’humectation. Les barres
correspondent a I’erreur-type de la moyenne de trois répétitions
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Figure 30. Pourcentage de conidies ayant formé un ou plusieurs appressoria
mélanisés dans différentes conditions de température et avec différentes durées
d’humectation. Les barres correspondent a I’erreur-type de la moyenne de trois
répétitions
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La formation des appressoria est optimale entre 25 et 30°C (figure 30 et tableau 20), mais
’efficience contaminatrice est significativement plus faible a 20°C et trés réduite a 35°C. La
formation des appressoria est un processus plut6t lent. En effet, il faut attendre 24 h pour que plus
d’une conidie sur 2 ait formé une structure infectieuse, a la température optimale. Enfin, la
formation d’appressoria multiples est possible a toutes les températures, mais ce processus est
plus prononcé a 30°C (1.3 appressoria/conidie ayant formé un appressorium foncé) qu’aux autres
températures (1.1, 1.14 et 1.03 appressoria/conidie, respectivement aux températures de 25, 35
et 20°C).

2.2. Etude de P’action de ’humidité relative

Les valeurs d’humidité relative mesurées au cours des différentes expérimentations sont
trés proches des valeurs recherchées (tableau 21). Apres 48 heures d’incubation, la germination
ne se produit pas a une HR de 90% et elle est fortement réduite a 97.5 % (tableau 22).

La formation d’appressoria foncés n’est réellement significative que lorsque 1I’humidité
relative est de 100 % (tableau 22). On note toutefois une proportion insignifiante de structures
infectieuses pour une HR de 97.5 %.

3. Discussion

La germination observée sur les fruits immatures est beaucoup plus lente que celle qui a
été décrite antérieurement par Goos & Tschirsch (1962) et Al Zaemey et al. (1994) sur des
milieux gélosés (figure 31). L’optimum thermique pour la germination signalé par ces deux
auteurs est toutefois comparable a celui que nous avons observé. Goos & Tschirsch (1962) ont
montré que la germination se produisait indifféremment a 98 et 100 % d’humidité, a la
température de 25°C. Les résultats de la présente étude confirment que la germination peut se
produire de fagon importante a une HR de 97.5%, mais de fagon significativement moins
importante qu’a 100%.

En utilisant des supports artificiels, Goos & Tschirsch (1962) et Badger (1965) ont montré
que la formation d’appressoria €tait possible dans un intervalle d’humidité relative allant de 96 a
100 %. Ces résultats sont en contradiction avec nos observations qui indiquent que la
contamination n’est réellement signifiante qu’en conditions d’humidité saturante et trés
insignifiante a 97.5%, méme a la température optimale. Les résultats obtenus confirment I’intérét
de se rapprocher des conditions naturelles et de travailler sur des fruits immatures plutot que sur
des supports artificiels comme le laissaient supposer les observations de Leu & Chang (1988). La

formation des appressoria, inexistante apres 6 h d’humectation, est observée a partir de 12 heures.

93



Tableau 21. Humidités relatives théoriques et mesurées au cours des différentes répétitions, dans
le cadre de I’étude de I’action de I’humidité relative sur la germination et la formation des
appressoria mélanisés a 30°C

humidité répétition amplitude moyenne moyenne générale
théorique observée observée* + écart type
90 1 86-99 91.5 90.5+ 1.0
2 95-92 89.5
3 91-95 90.5
97.5 1 92-99 97.4 97.0+0.6
2 91-100 97.3
3 91-100 96.4
100 1 96-100 99.6 99.6 + 0.1
2 97-100 99.6
3 96-100 99.5

X moyenne calculée sur 48 heures a partir de mesures effectuées toutes les 15 minutes

Tableau 22. Pourcentage de germination et d’appressoria mélanisés observés dans différentes
conditions d’humidité relative a la température de 30°C

pourcentage de germination pourcentage d’appressoria mélanisés
humidité 90 97.5 100 90 97.5 100
relative
24 heures® 0.1b 38.0 ab 66.6 a 0.0b 6.9b 40.0 a
48 heure’ 0.1c 50.0 b 91.0a 0.0b 13.5b 74.7 a

*¥ Les valeurs qui sont suivies de la méme lettre ne different pas selon le test de Newman-Keuls a
5%
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Figure 31. Comparaison de différentes lois d'action de la température sur la germination, obtenues in vitro par Goos et
Tschirsch (1962) et Al Zaemey et al. (1994), avec les résultats obtenus sur fruits immatures
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relative sur la phase de contamination des fruits par Colletotrichum musae

Il semble ainsi que le modéle C. musae/banane se distingue nettement du modele C.
gloeosporioides/mangue. En effet pour ce dernier, il a été observé que la formation des structures
infectieuses était conséquente, méme a 95% d’humidité relative (Dodd ez al., 1991b), et qu’en

conditions d’air saturé, la formation des appressoria €tait trés rapide et signifiante des 3 heures
(Fitzell et al., 1984).

En conditions de température optimale et au bout de 48 h, I’efficience contaminatrice était
en moyenne de 70%. Il est probable que les lois d’action de la température et de la durée
d’humectation soient différentes pour d’autres concentrations d’inoculum. En particulier, compte
tenu de la présence d’inhibiteurs dans la matrice, il est probable que I’efficience contaminatrice

soit inversement proportionnelle a la concentration de I’'inoculum (Rapilly, 1990).
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Chapitre 7 : Conclusion générale et perspectives

Une analyse des populations de Colletotrichum sp isolés a partir de différents organes de
bananier a été réalisée dans un premier temps. Cette étude exploratoire, qui avait pour principal
objectif de caractériser les populations pathogénes, a permis de classer I’ensemble des isolats en
trois groupes distincts, en fonction de leurs caractéres culturaux et morphologiques, ainsi que de
leur pouvoir pathogéne. En fonction de ces caractéres et des descriptions données par différents
auteurs (Baxter et al., 1983 ; Cox & Irwin, 1988 ; Gunnell & Gubler, 1992 ; Sutton, 1992 ;
Hayden et al., 1994), nous avons rattaché ces trois groupes d’isolats aux trois especes C.
acutatum, C. gloeosporioides et C. musae.

Parmi ces trois especes, C. acutatum est la seule qui ne forme pas de 1ésions quel que soit
le test de pouvoir pathogéne utilisé. Par ailleurs, les isolats de cette espéce se différencient
nettement de tous les autres par leurs caractéres culturaux, les mensurations et la morphologie de
leurs conidies et appressoria. C. acutatum apparait comme une espéce opportuniste, quin’a jamais
été isolée & partir de lésions d’anthracnose, et qui se développe probablement en saprophyte sur
les tissus sénescents.

Le regroupement des autres isolats au sein des espéces C. gloeosporioides et C. musae
repose sur leurs caracteres culturaux, notamment la vitesse de croissance, la morphologie de leurs
appressoria, et surtout sur leur capacité a former des I€sions sur fruits verts blessés. En effectuant
cette classification, nous avons adopté le sens que von Arx (1957) attribue a ces deux especes.
En effet, cet auteur considére C. musae comme une espece trés proche de C. gloeosporioides,
mais spécifique du genre Musa. Nos observations indiquent néanmoins que cette notiond’aptitude
au pouvoir pathogéne doit étre nuancée. En effet, tous les isolats de ces deux espéces forment des
nécroses, de tailles variables selon I’espéce, lorsque des fruits, inoculés sans blessure, sont soumis
a I’action de fortes concentrations d’éthyléne. Ainsi, il est probable que dans certaines conditions,
I’espece C. gloeosporioides puisse contribuer pour une part a l’activité parasitaire et au
développement des lésions d’anthracnose, associée ou non a C. musae. Sila capacité a former des
lésions sur fruits verts blessés répond bien aux besoins et au contexte particulier de notre étude
sur I’anthracnose du bananier en Guadeloupe, on peut s’interroger sur la validité d’une
classification reposant surtout sur le pouvoir pathogene. En effet, il a déja été signalé que d’autres
especes de Colletotrichum pouvaient provoquer des nécroses sur des bananes vertes blessées.
C’est le cas, notamment, de C. lagenarium , agent de I’anthracnose du melon (Le Grand-Pernot
& Trocmé, 1974), et de certains isolats de C. gloeosporioides provenant de papaye et d’avocat
(Nakamura et al., 1991). Des exemples de polyphagie sont du reste souvent signalés chez le genre
Colletotrichum, notamment au sein de I’espéce C. gloeosporioides (Lourd, 1982; Sutton, 1992;
Alahakoon et al., 1994b ; Freeman & Shabi, 1996).

Les réserves que ’on peut avoir sur la distinction entre ces deux espéces sont aussi
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alimentées par le fait que les caractéres morphologiques et culturaux ne permettent pas toujours
de les séparer avec certitude. Si la plupart des isolats pathogénes ont bien une vitesse de
croissance rapide, une sporulation abondante, un mycélium peu cotonneux et une majorité
d’appressoria trés lobés, certains d’entre eux ont des caractéres qui les rapprochent davantage des
isolats non pathogenes et vice-versa. Ainsi, on est a méme de s’interroger sur le degré de parenté
existant entre ces deux groupes d’isolats, et au dela de cette interrogation, sur les relations
phylogénétiques entre C. musae et C. gloeosporioides.

Cette analyse exploratoire sur des espéces de Colletotrichum associées au bananier montre
bien les limites de la morphotaxonomie et I’intérét d’une étude utilisant des marqueurs plus
discriminants, comme les marqueurs moléculaires (Sutton, 1992 ; Mills et al., 1992a). Une telle
étude permettra de statuer définitivement sur le positionnement taxonomique des isolats non
pathogénes et ceux impliquées plus directement dans le développement des 1ésions d’anthracnose.

Toutefois, les descripteurs biologiques utilisés nous ont semblé suffisants pour caractériser
les isolats pathogénes, assimilés a I’espece C. musae, espéce sur laquelle ont porté I’essentiel de
nos recherches.

Dans un deuxiéme temps, une enquéte de diagnostic agronomique a €té menée au sein de
la bananeraie guadeloupéenne. Cette démarche, qui utilise une méthodologie déja approuvée et
des méthodes d’analyse bien adaptées, a permis de mettre en évidence une importante variabilité
dans les niveaux de contamination des fruits et leur sensibilité a C. musae. Ces variations sont
dépendantes de facteurs environnementaux et de facteurs agrotechniques. Cette étude a
notamment permis de montrer que la vitesse de développement des Iésions d’anthracnose est
tributaire de 1’état physiologique du fruit, hypothése avancée par les milieux professionnels, et
ainsi confortée. Parmi les composantes physiologiques, il semblerait que I’aptitude a synthétiser
de I’éthyleéne par les fruits, en réponse a une blessure, accentue 1’expression parasitaire (Chillet,
communication personnelle).

Le fait que ’expression parasitaire, sensée révéler des événements plus précoces durant
les phases de pollution et de contamination, puisse €tre tributaire de la physiologie du fruit en fin
de maturation est apparu comme un facteur limitant pour la suite de nos travaux. Il a ainsi été
développé une technique de quantification des niveaux de contamination des fruits, utilisable a un
stade suffisamment précoce pour étre indépendante de leur état physiologique. Pour ce faire, nous
avons considéré I’hypothése, avancée par Flaishman & Kollatukudy (1994), d’un signal éthyléne
comme activateur de la levée de la quiescence. L application de fortes doses d’éthylene (1200 pl/1)
pendant 6 jours, a la température de 32°C, nous a permis de révéler les infections quiescentes sur
des fruits immatures dgés seulement de 4 semaines.
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Siles résultats obtenus au cours de cette étude démontrent le role important de 1’éthylene,
il n’en reste pas moins vrai que cette reprise de I’activité parasitaire accompagne toujours la
maturation des fruits et donc d’importantes évolutions métaboliques. Ainsi, I’on ne peut dissocier
un effet direct de I’éthyléne sur la levée de quiescence d’un effet indirect par I’intermédiaire de
I’évolution métabolique des fruits au cours de la maturation. Cette incertitude a amené Prusky et
al. (1996) a réfuter I’hypothese selon laquelle le signal éthyléne déterminerait la levée de la
quiescence dans le cas de I’interaction C. gloeosporioides/avocat. Ces auteurs considérent qu’une
évolution métabolique du fruit est absolument nécessaire a la reprise de I’activité parasitaire. La
mise au point récente de nouveaux inhibiteurs compétitifs de I’éthyléne, sans autre effet sur la
plante (Sisler & Serek, 1997), devrait maintenant permettre de confirmer ou non1’éthyléne comme
le déterminant de la levée de quiescence.

Quoi qu’il en soit, il a été¢ démontré que I’éthyléne est un activateur de la germination et
de la formation de I’appressorium chez les Colletotrichum responsables d’anthracnoses de fruits
climactériques (Flaishman & Kollatukudy, 1994). Cet effet n’est jamais observé chez les autres
especes du genre Colletotrichum, ce qui suggére la présence de récepteurs de 1’éthyléne, chez les
Colletotrichum pathogenes de plantes climactériques, analogues a ceux des plantes supérieures.
Laréception du signal éthyléne pourrait donc étre considérée comme une composante mise en jeu
au cours de I'interaction compatible hote-pathogene.

Waller (1992), considére que chez les champignons du genre Colletotrichum, la phase de
quiescence permet de traverser des périodes au cours desquelles les conditions environnementales
et la physiologie de I’h6te ne sont pas favorables au pathogéne. L’inoculum est ainsi toujours
disponible pour un développement opportuniste sur les tissus sénescents ou blessés. L.’adaptation
au caractere climactérique des fruits de C. musae et probablement de C. gloeosporioides, via
I’hormone éthyléne, nous incite a formuler une nouvelle hypothése. La formation de Iésions
sporulantes uniquement sur les fruits miirs pourrait aussi favoriser la dissémination du parasite sur
de grandes distances lorsque les fruits sont exportés hors de la parcelle par voie humaine ou
animale. Cette exportation d’un inoculum présent sous une forme quiescente pourrait compenser
la faible dissémination par les conidies et 1’absence (ou la faible représentation) de la forme

parfaite, Glomerella, plus adaptée a la dissémination aérienne.

L’enquéte de diagnostic agronomique a aussi montré que les niveaux de contaminationdes
fruits étaient fortement influencés, d’une part, par des facteurs techniques comme I’entretien de
la plantation, et d’autre part, par les facteurs climatiques, notamment la pluviométrie. Nous avons
donc orienté nos travaux vers la connaissance des déterminismes de ces niveaux de contamination,

en disséquant la phase de pollution (identification des sources d’inoculum efficace pour la

)



Chapitre 7 : Conclusion générale et perspectives

pollution des fruits, aspect dynamique de la pollution au cours de la croissance des fruits, mode
de transport de I’inoculum a la surface des fruits) et en étudiant ’effet de facteurs abiotiques sur
la phase de contamination (germination et formation des structures quiescentes).

Plusieurs approches expérimentales, complémentaires les unes des autres, ont été utilisées
pour déterminer les facteurs mis en jeu au cours de la pollution des fruits, en adoptant le régime
comme unité d’étude épidémiologique : (i) quantification de I’inoculum incident sur les régimes
au cours de leur développement (piéges a spores) ; (ii) dynamique de production de C. musae sur
les pieces florales au cours de la croissance des fruits (technique de suspension-dilution et
caractérisation ‘in vitro’) ; (iii) évaluation du poids relatif de certaines sources d’inoculum en tant
qu’inoculum efficace (ablations dirigées, piégeages de spores et quantification des niveaux de
contamination) ; (iv) évaluation des niveaux de contamination en conditions expérimentales, sous
abri.

Il a été¢ montré que la pollution des fruits se réalise principalement a partir d’un auto-
inoculum produit sur les pi¢ces florales et la bractée inférieure du régime. Cependant, les pieces
florales jouent un rdie particulier du fait de leur position par rapport aux fruits. La majeure partie
de cet auto-inoculumest produite au cours des 30 a 40 premiers jours qui suivent la floraison, puis
décroit rapidement apres cette période critique. En absence d’eau, le transport de I’inoculum a la
surface des fruits est pratiquement inexistant. Comme pour de nombreux mode¢les d’anthracnose
(Gibbs, 1969 ; Denham & Waller, 1981 ; Waller, 1992), les niveaux de maladie élevés traduisent
des périodes de contamination mettant conjointement en jeu des pluies importantes et une
production maximale d’inoculum . Dans le cas de I’anthracnose de la banane, ce sont les
précipitations durant la période critique qui sont les plus efficaces car I’inoculum y est alors plus
abondant sur les piéces florales.

Cesrésultats ont été obtenus en considérant comme unités d’étude des régimes non gainés.
Dans le cas de régimes gainés, il est montré que cette pratique, généralisée en production
industrielle, entrave la circulation de I’eau et par conséquent le transport de I’'inoculum, depuis
leur source, vers la surface des fruits. De plus, I’architecture foliaire du bananier ne permet que
trés rarement un impact direct de la pluie a la surface du régime. Une meilleure connaissance de
la dynamique duruissellement de I’eau de pluie sous le couvert végétal devrait permettre de mieux
caractériser le type de précipitations (intensité, durée, énergie cinétique des gouttelettes) qui sont
les plus efficaces pour la pollution des fruits. Il serait en particulier utile de préciser les
caractéristiques d’écoulement de I’eau au sein des régimes et a la surface des fruits, notamment
sous le couvert de la gaine. Par ailleurs, lorsque les gaines plastiques ne sont pas perforées, ce qui
est plus rare, on observe une forte condensation a la surface des fruits, ce qui peut expliquer les

taux de contamination €levés observés par certains auteurs (Griffee & Burden, 1974).

L’efficience contaminatrice, a concentration d’inoculum constante, a été mesurée en
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conditions de température et d’humidité contrdlées, en se rapprochant autant que possible des
conditionsnaturelles. I1a ét€¢ montré que lacontaminationne se produit qu’en présence d’eau libre
et qu’une durée d’humectation de plus de 6 heures est nécessaire pour la formation des structures
infectieuses. Ainsi, c’est probablement consécutivement aux pluies nocturnes que I’efficacité
contaminatrice est la meilleure car la présence d’eau libre a la surface des fruits y est alors plus
longue. Par ailleurs, des températures inférieures a 25°C sont limitantes et pourraient permettre
d’expliquer les faibles niveaux de contamination observés dans certaines zones d’altitude qui ont
pourtant un régime de pluie €levé. Des travaux complémentaires seront conduits afin d’alimenter
un modele prédictif de risques d’infection basé, comme pour I’anthracnose de la mangue, sur la
mesure de la température et de la durée d’humectation (Fitzell et al., 1984 ; Dodd et al., 1991b).
Un tel modéle devra également prendre en compte la capacité de survie, qu’il convient d’évaluer,
des conidies dont la germination est entravée par des conditions de température et d’hygrométrie
limitantes.

Le transport des conidies vers la surface des fruits et la phase de contamination sont deux
étapes importantes du cycle infectieux qui s’averent fortement dépendantes des précipitations.
L’anthracnose des bananes est ainsi typiquement une maladie de zone tropicale humide, rarement

une contrainte dans des zones de production ou les précipitations sont peu importantes.
=3 =3 -3

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont de multiples applications et permettent
d’envisager la lutte contre I’anthracnose du bananier sous un autre jour, & différents niveaux de
la filiere. Il est ainsi envisageable, aprés une période de validation, d’exclure le recours a la lutte
chimique apres la récolte, ce qui permettrait de satisfaire aux exigences nouvelles de la mise en

marché.

Au niveau de la parcelle de production :

Si I’élimination des feuilles mortes est une pratique déja recommandée et généralement mise en
pratique, ce sont surtout les pieces florales, ainsi que la bractée inférieure du régime, qu’il faut
éliminer au champ. L’épistillage doit étre effectué le plus tot possible pour éviter le développement
d’un inoculum important sur les pieces florales. Toutefois, cette opération est trés coliteuse en
main d’oeuvre. Le gainage est la pratique culturale qui a I’effet le plus marqué sur la pollution des
fruits, pour autant que la gaine soit posée précocement. La gestion du gainage est souvent tres
délicate a mettre en oeuvre dans les exploitations agricoles de la Guadeloupe. La gaine est souvent
posée plus d’une semaine apres le stade de floraison doigts horizontaux et les fruits ne sont donc

pas protégés des sources d’inoculum qui sont abondantes & cette période. Il convient d’apporter
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une importance particuliére a la gestion de cette pratique et aussi d’évaluer I’effet d’un gainage
encore plus précoce, des la sortie de I’inflorescence. Cet effet du gainage, qui n’était pas connu
jusque la, pourrait probablement étre amélioré s’il limitait totalement la circulation de I’eau sous
ce couvert.

Une meilleure connaissance des déterminismes de la synthése de I’éthyléne par les fruits
devrait aussi permettre d’adapter les itinéraires techniques pour améliorer le potentiel de qualité
des fruits. En effet, I’aptitude a synthétiser de 1’éthyléne pourrait €tre influencée par des facteurs
de stress au cours du remplissage des fruits, notamment lors de fortes conditions d’anoxie
racinaire (Chillet, communication personnelle). L’anoxie racinaire peut induire la synthése de
précurseurs de I’éthyléne au niveau desracines, lesquels sont ensuite redistribués vers les organes

aériens (Jackson, 1985).

Au niveau des miirisseries :

D’importantes quantités d’éthyléne sont aujourd’hui utilisées en mirisserie (1000 pl/l) pour
déclencher la maturation des fruits. Ces conditions sont tout a fait propices a un développement
accéléré du pathogene. Il convient de reconsidérer ces pratiques (dose d’éthyléne, température
de maturation), d’autant plus que la crise climactérique peut étre déclenchée par de faibles doses
d’éthyléne, de I’ordre de 1 pl/l (Burg & Burg, 1965b ; Liu, 1976a).

L’intérét d’un systéme de prévision de risques :

La technique de révélation des infections quiescentes mise au point au cours de ce travail permet
d’estimer, sans contrainte majeure, les niveaux de contamination de fruits dgés seulement de 4
semaines. Il est ainsi envisagé d’utiliser ce test de prévision, 6 semaines apres le stade de floraison
doigts horizontaux, afin d’estimer précocement les niveaux potentiels d’expression de la maladie
apres la récolte, en considérant que les possibilités de contamination sont faibles apres cette
période. Cette technique, qui devra étre validée en grandeur réelle, devrait permettre ainsi de
mettre en oeuvre une lutte plus raisonnée, en ayant recours a la lutte chimique apres récolte

uniquement lors des périodes a risques.
*® S S

Lesrésultats présentés dans le cadre de ce travail contribuent a une meilleure connaissance
de certaines étapes importantes, mais jusque la trés peu étudiées, du cycle infectieux de
Colletotrichum musae. Cesrésultats constituent également une contribution aux études conduites
sur les autres anthracnoses a Colletotrichum d’une maniére générale, et de fruits climactériques

en particulier.
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Annexe 1

Résumé en francais de la publication du chapitre 4 soumise a la revue
Plant Disease (PD 8888)

Mise au point d’une méthode de quantification précoce des infections quiescentes de

Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) von Arx, agent de I’anthracnose des bananes
L.de LAPEYRE de BELLAIR?, M.CHILLET® and X.MOURICHON?"

? CIRAD-FLHOR/Programme bananiers et plantains. Station de Neufchateau, 97130,
Guadeloupe, France;” CIRAD-AMIS/Programme protection des cultures. Avenue Agropolis
(Bat. 2) - BP 5035 - 34032 Montpellier Cedex 1 - France

Colletotrichum musae, I’agent de I’anthracnose des bananes, forme des infections quiescentes,
a la surface des fruits, qui n’évoluent en nécrose qu’a la maturation. Ce travail a été mené pour
définir une méthode de quantification de la pression parasitaire qui évite le développement des
spots de sénescence, qui soit pratique a mettre en oeuvre, économiquement réalisable pour une
application en routine, et applicable sur des fruits immatures pour en faire une méthode de
prévision précoce permettant d’orienter la décision d’utiliser ou pas des traitements fongicides
apres la récolte. La température de 32°C permet un développement optimal des nécroses tout en
empéchant I’apparition des spots de sénescence, car les fruits mirissent en restant verts.
L’application d’une dose élevée d’éthyléne, maintenue durant plusieurs jours, est essentielle pour
le développement des lésions d’anthracnose. Une teneur en CO, €levée a effet inhibiteur sur le
développement des nécroses. Ainsi, la méthode qui a ét€ mise au point repose sur un traitement
des fruits avec 1200 pl/l d’éthyléne pendant 24 h a 25°C. Puis, pour que les conditions soient
optimales pour la révélation, les fruits sont conservés a 32°C pendant 5 jours, en maintenant la
concentration d’éthyleéne. La technique est utilisable sur des fruits 4gés de 5 a 6 semaines apres
I’émergence du bourgeon floral. L’importance du traitement éthylene sur la maturation des fruits

et la levée de la dormance appressoriale est discutée, ainsi que les applications potentielles.
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Résumé en francais de la publication ayant paru dans la revue
Plant Pathology (1997, 46, 481-489)

La dynamique de contamination fongique du régime de banane au cours de
son développement et influence potentielle sur ’anthracnose des fruits et les

pourritures de couronnes

L. de LAPEYRE de BELLAIRE? and X.MOURICHON®
2 CIRAD-FLHOR- laboratoires de pathologie végétale. Station de Neufchateau, 97130,
Guadeloupe, France ; ® CIRAD-FLHOR, Laboratoire de pathologie végétale, BP 5035, 34032

Montpellier Cedex 1, France

L’anthracnose des fruits et les pourritures de couronnes sont les principales maladies de
conservationdes bananes. A I’origine de ces maladies, on retrouve principalement Colletotrichum
musae et aussi certaines espéces du genre Fusarium, a ’intérieur d’un complexe d’especes
responsables des pourritures de couronnes. Des pieges a spores permettant de récolter ’eau de
ruissellement a la surface des fruits ont été utilisés pour quantifier I’inoculum incident sur les
régimes, de la floraison jusqu’a la récolte. Les quantités d’inoculum piégé passent par un pic
entre 25 et 40 jours apres la sortie de I’inflorescence, puis elle chutent rapidement jusqu’a la
récolte. La dynamique observée pour les Colletotrichum sp et les Fusarium sp est la méme, au
cours du développement du régime. Les pieces florales constituent la principale source
d’inoculum pour les Fusarium sp ; les piéces et la bractée inférieure du régime sont deux sources
d’inoculum également importantes pour les Colletotrichum sp. Un allo-inocuclum pourrait étre
disséminé sur les pieces florales ou la bractée par I’intermédiaire d’éclaboussures, d’un transport
entomophile, ou par le transport aérien d’ascospores. La sporulation du champignon sur les pieces
florales ou la bractée serait a I’origine d’un auto-inoculum bien plus important. Les conséquences

pour la lutte sont discutées.
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Résumé en francais de la publication du chapitre 5, soumise a la revue
Plant Pathology (PP99080)

Importance des différentes sources d’inoculum et du mode de dispersion des
conidies de Colletotrichum musae (Berk. et Curt) Arx, agent de I’anthracnose

des bananes, sur la contamination des fruits

L. de LAPEYRE de BELLAIRE?, M.CHILLET? C.DUBOIS® and X. MOURICHON®
*CIRAD-FLHOR- laboratoires de pathologie et de physiologie végétale. Station de Neufchateau,
97130, Guadeloupe, France; ® CIRAD-FLHOR/Service de biométrie. Avenue Agropolis (Bat. 3)
- BP 5035 - 34032 Montpellier Cedex 1 - France; © CIRAD-AMIS/Programme protection des
cultures. Avenue Agropolis (Bét. 2) - BP 5035 - 34032 Montpellier Cedex 1 - France

Les différentes populations de Colletotrichum ont été caractérisées et quantifiées sur les pieces
florales de bananiers, depuis la floraisonjusqu’alarécolte. Les souches de Colletotrichum qui sont
révélées pathogenes et assimilées a ’espece C.musae (77% des isolements) se différencient des
autres especes par une sporulationabondante, unmycéliumras et une croissancerapide. C.musae
a été isolé a partir des pieces florales essentiellement durant le mois qui a suivi la floraison. La
contribution respective des différentes sources d’inoculum (feuilles, bractée du régime, piéces
florales) pour la pollution des fruits a été évaluée. Lorsque les pieces florales et la bractée du
régime ont été éliminées a la floraison, I’incidence et surtout la sévérité de I’anthracnose ont été
considérablement diminu€es. La sévérité de la maladie est tres fortement corrélée a la pluviométrie
cumulée des 35 premiers jours de floraison, et elle a été considérablement diminuée lorsque le
ruissellement de I’eau était limité par la pose d’une gaine plastique autour des régimes. La maladie
n’a pas €té observée sur les fruits de bananiers élevés sous des abris, a 1’abri de la pluie. Les
résultats obtenus au cours de cette étude montrent clairement que la contamination des fruits se
réalise essentiellement au travers du ruissellement de I’eau de pluie sur les pieces florales qui
constituent la principale source d’inoculum. L’application de ces résultats pour une lutte intégrée

est discutée.
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Résumé:

L’anthracnose des fruits est une grave maladie de conservation des bananes qui pénalise fortement
les exportations en provenance de la Guadeloupe. Ce travail a été entrepris pour préciser les
déterminismes des niveaux de contamination des fruits par Colletotrichum musae, comme préalable
a I’amélioration de la lutte contre cette maladie.

Les populations pathogenes de Colletotrichum sp, isolées de bananier, ont été caractérisées. Ces
isolats se distinguent par une vitesse de croissance rapide, une sporulation abondante, un mycélium
peu cotonneux et une majorité d’appressoria tres lobés. Ces isolats sont les seuls & former des lésions
sur fruits verts blessés et ont été assimilés a I’espéce C. musae ; les autres aux especes C. acutatum
et C. gloeosporioides.

Une enquéte de diagnostic agronomique a €té¢ menée au sein de la bananeraie guadeloupéenne.
Cette démarche a permis de mettre en évidence une importante variabilité dans les niveaux de
contamination des fruits et leur sensibilité¢ a C. musae. Ces variations sont dépendantes de facteurs
techniques (entretien de la plantation) et de facteurs environnementaux (pluviométrie, type de sol).

Le fait que I’expression parasitaire puisse étre tributaire de la physiologie du fruit est apparu
comme un facteur limitant pour la suite de nos travaux. Il a ainsi été développé une technique de
quantification des niveaux de contamination des fruits, utilisable a un stade suffisamment précoce
pour étre indépendante de leur état physiologique. L’application de fortes doses d’éthyléne (1200
pl/1) pendant 6 jours, a la température de 32°C, nous a permis de révéler les infections quiescentes
sur des fruits immatures agés seulement de 4 semaines.

Plusieurs approches expérimentales ont été utilisées pour déterminer les facteurs mis en jeu au
cours de la pollution des fruits, en adoptant le régime comme unité d’étude épidémiologique. La
pollution des fruits se réalise principalement a partir d’un auto-inoculum produit sur les piéces
florales et la bractée inférieure du régime. Cependant, les piéces florales jouent un réle particulier du
fait de leur position par rapport aux fruits. La majeure partie de cet auto-inoculum est produite au
cours des 30 a 40 premiers jours qui suivent la floraison, puis décroit rapidement apres cette période
critique. En absence d’eau, le transport de I’inoculum a la surface des fruits est pratiquement
inexistant. Dans le cas de régimes gainés, il est montré que cette pratique entrave la circulation de
I’eau et par conséquent le transport de I’inoculum, depuis leur source, vers la surface des fruits.

L’efficience contaminatrice, a concentration d’inoculum constante, a été mesurée en conditions de
température et d’humidité contrélées, en se rapprochant autant que possible des conditions naturelles.
La contamination ne se produit qu’en présence d’eau libre et une durée d’humectation de plus de 6
heures est nécessaire pour la formation des structures quiescentes.

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont de multiples applications et permettent de
reconsidérer la lutte contre I’anthracnose du bananier sous un autre jour, a différents niveaux de la
filiere. Apres une période de validation, il devient envisageable de raisonner la lutte chimique apres

récolte, voire de s’en affranchir afin de satisfaire aux exigences nouvelles de la mise en marché.-

Mots clés: bananier, Colletotrichum musae, cycle infectieux, sources d'inoculum, dissémination,

pollution, contamination. infections quiescentes, éthyléne.
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