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1- Présentation générale de la mission

La tenue du deuxieme symposium international sur le plantain a Manizales (Colombie,
28/08-2/09/2005) a rassemblé environ 150 participants (chercheurs, ingénieurs,
producteurs), essentiellement colombiens, mais aussi latino-américains ainsi que quelques
internationaux. Il a été 'occasion de présenter les activités des chercheurs du CIRAD dans
les domaines de I'amélioration génétique, de la phytopathologie et de 'agronomie. Pour cela,
une délégation de quatre chercheurs du CIRAD a participé a cette édition :

- Thierry Lescot, agronome (UPR26, Montpellier)

- Philippe Prior, bactériologiste (UMR C53, La Réunion)

- Jean-Michel Riséde, nématologiste (UPR26, Guadeloupe)

- Pierre-Yves Teycheney, virologue (UPR75, Guadeloupe)

Cette participation importante a été rendue possible par l'invitation de deux des chercheurs
(P. Prior et J.-M. Riséde) par le comité d’organisation du symposium, ainsi que par le
financement intégral de la mission de P.-Y. Teycheney par le MAE, dans le cadre d’'une
convention CIRAD-MAE (pays andins). Il faut noter que le CIRAD, en la personne de T.
Lescot, a joué un réle important dans I'organisation de ce symposium.

A la suite du symposium, la délégation du CIRAD a effectué des visites d’exploitations de
plantain dans la zone caféiére (aux alentours d’Armenia). P. Prior a pu visiter ensuite l'unité
de phytopathologie du manioc du CIAT a Palmira, qui travaille sur Ralstonia des musacées.
T. Lescot et P.-Y. Teycheney ont de leur cété visité les installations de CORPOICA a Bogota
et rencontré certains de ses dirigeants. Puis P.-Y. Teycheney a passé une semaine dans la
région de Guayaquil (Equateur) afin d’y visiter des exploitations bananiére et d’y rencontrer
des chercheurs et producteurs appartenant a diverses organisations. Ces visites avaient
pour objectif d’identifier (i) les besoins colombiens et équatoriens en matiére de protection
phytosanitaire, et (ii) de possibles partenaires scientifiques avec lesquels développer des
projets de recherche en collaboration. Elle a également permis la collecte de 80 échantillons
foliaires de bananier et plantain qui devraient permettre a I'équipe de virologie de 'UMR
BGPI d’entreprendre une étude de la diversité moléculaire du BSV.

M.-L. Caruana (virologue, UMR BGPI, Montpellier), qui devait prendre part aux visites
d‘exploitations colombiennes dans le cadre de la convention CIRAD-MAE, n’a pas pu
participer a cette mission, pour des raisons personnelles.

2- Symposium international sur le plantain

Cette manifestation a été organisée par CORPOICA et I'Université de Caldas, avec I'appui
financier du gouvernement de Caldas, mais sans aucun soutien d’'INIBAP, pourtant sollicité.
Il est d’ailleurs remarquable et tout a fait navrant qu’aucun membre d’'INIBAP n’ait été
préesent lors de ce symposium. Ces manquements traduisent manifestement un
dysfonctionnement préoccupant du bureau régional (LAC) d’INIBAP.



Les exposés présentés et les discussions qui les ont suivies nous ont permis de nous
informer des travaux réalisés dans d’autres instituts et de I'évolution des problématiques
auxquelles sont confrontés les producteurs. En outre, notre participation nous a permis de
présenter un large éventail des activités de recherche du CIRAD sur bananiers et plantains
et de réaffirmer le positionnement du CIRAD dans le domaine de la recherche bananiére.
Enfin, cette réunion et la mission de terrain qui I'a suivie nous ont offert une occasion unique
de rencontrer des collegues venant de pays de la zone sud américaine et d’établir ou
renforcer avec eux des liens scientifiques pouvant déboucher sur des projets en
collaboration ou des missions d’expertise.

Au cours du symposium, un total de 39 communications orales a été présenté, dont 5 par les

participants CIRAD (voir résumé de ces communications en annexe). :

- Horticultural techniques of mass multiplication in vivo : an alternative to tissue culture, par
M.. Kwa et al., présentée par T. Lescot (K. Tomekpe n'ayant pu se rendre a la
conférence)

- A new generation of dwarf plantain hybrids with resistance to black Sigatoka, par T.
Lescot et K. Tomekpe

- The Ralstonia solanacearum species complex : genetic diversity, phylogeny and
molecular typing of strains with a particular attention to bacterial wilts of banana known
as Moko disease, Bugtok disease and blood disease, and emerging strains, par P. Prior
etal.

- The root-invading nematode-fungus complex of Plantains and Bananas : A review, par
JM. Riséde.

- Viral diseases of plantain and banana : constraints and prospects, par P.-Y. Teycheney
etal.

Les actes de ce congrés, qui regroupent tous les articles correspondant aux présentations
orales, sont disponibles auprés de T. Lescot (CIRAD-Flhor Montpellier), P. Prior (CIRAD 3P
Réunion), J.-M. Riséde (CIRAD Guadeloupe) ou P.-Y. Teycheney (CIRAD Guadeloupe).

La qualité générale des exposés était moyenne. Elle refléte le faible niveau de la recherche
institutionnelle, a de rares exceptions pres, dans les pays de la zone andine. On notera
cependant des exposés sur :

e Ralstonia solanacearum
Outre le papier présenté par P. Prior, trois autres communications portaient sur la
thématique Ralstonia solanacearum : deux papiers du groupe CIAT dirigé par Elizabeth
Alvarez (p29 et p201 des actes du symposium) et un de I'lCA (p3). Deux papiers portaient
sur la caractérisation de la diversité génétique (biovars, PCR, RFLP, RAMs) et le dernier sur
la caractérisation de l'effet d’'un certain nombre de produits (du formol au ‘lixiviado’) sur
I'évolution des populations a R. solanacearum (Moko).

La portée scientifique des papiers était d’'un bon niveau et ils ont fourni le fond de dossier
indispensable pour développer la discussion, envisager des perspectives communes entre
nos préoccupations et celles des différentes équipes colombiennes alignées sur cette
thematique (CIAT, ICA, CORPOICA et groupements de producteurs). Notons que le groupe
d’Elizabeth Alvarez a été mandaté depuis 2 ans seulement pour développer des recherches
sur la Moko. Les directions de recherches engagées et les résultats obtenus par le CIAT
dans ce laps de temps sont particulierement encourageants et pertinents.

e Virologie
Seules trois communications portaient sur ce sujet. Outre celle présentés par P.-Y.
Teycheney, une communication effectuée par G. Martinez Lopez (Université de Caldas,
Colombie) portait sur les virus présents dans la zone caféiere colombienne et une
communication de J.J. Alarcon (ICA, Colombie) portait sur une étude similaire réalisée dans



la région de Palestina (province de Caldas, Colombie). Ces études confirment la présence
dans les zones étudiées des virus BSV, CMV et BBrMV, et I'absence a ce jour du BBTV. La
présence de BanMMV n’a pas été recherchée. Ces travaux sont basés sur des notations
visuelles de symptomes, des tests ELISA et quelques observations en microscopie
électronique effectuées au CIAT (Colombie). lls démontrent l'urgente nécessité de mettre
rapidement en place de véritables structures d’indexation du matériel végétal utilisant les
techniques les plus sensibles, notamment pour le germplasm utilisé a des fins de
micropropagation in vitro. |l est de ce point de vue particulierement inquiétant de constater
que le test ELISA est utilisé pour détecter le BSV, alors que l'unique réactif disponible ne
permet pas une détection fiable du virus par cette technique, au contraire de I'lC-PCR, qui
est utilisée par 'ensemble des centres d’'indexation internationaux.

Par ailleurs, ces deux présentations ont été conclues par le constat que les infections virales
avaient un impact croissant sur la production de plantain en Colombie.

e Autres maladies et ravageurs

Peu de communications ont été consacrées aux nématodes phytoparasites. Outre celle de
JM Risede, une seule communication avait trait aux nématodes endoparasites des plantains
(Oscar Guzman: La reconnaissance morphologique des nématodes parasites des
principaux clones de plantains dans la région de Palestina, Colombie). Trois communications
ont porté sur le charangon noir C. sordidus dont celle de Clifford Gold et collaborateurs (lITA,
Kampala, Ouganda) consacrée a la lutte intégrée contre ce ravageur. Enfin deux
communications ont été consacrées aux cercosporioses. Celle de Galileo Rivas et
collaborateurs portait sur la génétique des populations de M. fijiensis, et celle de Jairo
Castano sur l'utilisation de pieges a spores pour un monitoring différencié de la MRN et de la
Cercosporiose jaune dans les zones ou elles coexistent.

e Agronomie

Diverses présentations intéressantes ont porté sur :

- la physiologie (croissance-développement) du plantain dans certaines conditions pédo-
climatiques (zone andine d’altitude),

- lafertilisation (indice DRIS) en relation avec différentes densités,

- Tactivité biologique des sols (méthode de mesure assez intéressante)

- processus d’innovation participative avec les petits producteurs (projet Corporacion BPA,
de Santiago Perry et d’Andrés Laignelet (Corpolca), avec qui nous sommes déja en
relation)

e Post-récolte et transformation
- activité enzymatique et déshydratation osmotique de la figue sucrée
- évaluation de I'hybride FHIA 20 pour la transformation en 3 produits d’intérét commercial
export
- récolte et maturité du M’bouroukou n°1 (Africa)
- déshydratation par friture (Doctorat de Alberto Diaz, effectué en collaboration avec le
CIRAD)
- tendance du marché brésilien en produits transformés (essentiellement banane Cavendish
et figue pomme).

e Biotechnologies

- Mutagénese par irradiation (le grand classique de la FAO/AIEA, sans résultat probant),

- Diversité morpho-agronomique et moléculaire de la collection colombienne de musacées
(Inés Sanchez, doctorat au CIRAD),

- Culture cellulaire en suspension en vue de transformation génétique (Corpolca)

La présentation de la technique PIF (Carbap-Cirad) a suscité un grand intérét de la part de
bon nombre de participants, qui souhaitent établir des collaborations avec le CARBAP et le
CIRAD afin de définir les modalité de transfert de la technique en Colombie, mais aussi dans



plusieurs pays latino-américains. Une proposition est en cours pour une mission spécifique
de Moise Kwa (Carbap) en Colombie.

3 - Visites d’exploitations de la zone caféiere
3.1. Ralstonia solanacearum (Moko)

e Lixiviado (compost de hampes de régime de plantain)

Apres le symposium, nous avons effectué des visites d’exploitation en zone de
production de plantain, notamment dans des parcelles sur lesquelles un groupe du CIAT
effectue des travaux expérimentaux visant a contrler la maladie de Moko (R.
solanacearum) en zone contaminée (Armenia). Nous avons pu observer des foyers de
maladie et les essais de traitements en cours d’expérimentation (lixiviado + roche
phosphorique + Tagetes patula) pour circonscrire le développement de la maladie et
tenter de recycler les sols contaminés. Nous avons pris note des types de traitement,
mais il n'y avait pas encore de données expérimentales produites et sur lesquelles
s’appuyer réellement. En toute honnéteté il est actuellement difficile de conclure sur
I'efficacité du lixiviado, mais il semble évident que son utilisation comme fertilisant et pour
lutter contre différentes maladies (Cercosporioses jaune et noire, Moko...) est une
stratégie que les planteurs se sont déja largement appropriés. Une essai conduit par la
faculté d’Agronomie de I'Université de Caldas a mis en évidence un effet du « Lixiviado »
sur la maladie des raies noires (document détenu par Th. Lescot).

Les recommandations de P. Prior envers I'’équipe du CIAT ont été les suivantes :
- Vérifier d’'urgence que le puissant effet dépressif constaté in vitro sur les populations
de R. solanacearum en culture pure, soit bien di a un effet létal (destruction des
cellules bactériennes) et non au passage de la bactérie dans sa forme viable et non
cultivable (VBNC). Cela se vérifie aisément en testant la viabilité bactérienne avec la
coloration live/dead. Cela est en cours au CIAT. Soit la bactérie est réellement
détruite et il 'y a aucun risque de dissémination a grande échelle de la Moko sous sa
forme VBNC. Soit la bactérie passe en phase VBNC et cela nécessite d’envisager
des méthodes de stérilisation du lixiviado avant tout traitement.
- Explorer simultanément le pathosystéme actuel souche Moko/plantain et valider les
connaissances acquises sur un pathosystéme modéle souches Solanacées/tomate.
Cela doit procurer au moins quatre avantages majeurs :
(i) tester les propriétés du lixiviado (ou tout autre traitement) sur un autre
modele que les souches Moko, car a prioriil n’y a aucune raison que l'efficacité
du traitement soit souche spécifique;
(i) accélérer ainsi le pas de temps des expérimentations pour gagner en
efficacité sur les dispositifs expérimentaux, la tomate reste tout de méme plus
pratique a manipuler en masse (puissance-statistique des essais);
(iii) le fait de disposer d’'un modéle expérimental reconnu permettra un ancrage
des données expérimentales dans un contexte international;
(iv) enfin un tel modéle expérimental autorise I'exploration de nombreuses
pistes de recherche, les meilleures pouvant étre validées sur le modele d’intérét
agronomique.

e Collaborations institutionnelles.
La derniéere partie de la mission de P. Prior a été consacrée a rencontrer I'équipe du CIAT a
leurs laboratoires (Cali) et, malheureusement au pas de charge celle de I'ICA (Bogota). Les
facilités de recherches au CIAT (1800 personnes) sont vraiment remarquables, tant du point
de vue des ressources humaines, des équipements scientifiques, que des installations



expérimentales. Celles de I'lCA plus modestes vont tout de méme voir la surface de
laboratoire quadrupler (travaux en cours).

Suite a cette visite et aux réunions de travail, le CIAT a convenu de l'importance d’engager
les travaux recommandés supra. |l a également été convenu de l'urgence qu’il y avait
d’organiser les forces sur la thématique ‘Bacterial wilt’ incluant la moko. En bref, un projet est
en cours d’élaboration et nous pourrions en faire la promotion lors de la prochaine réunion
du 10 au 12 octobre a Cali au siége du CIAT -réunion bisannuelle du CIO-CIAT (comité inter
organismes, essentiellement IRD, CIRAD et un peu INRA, qui se tiendra en présence de
Jacky Ganry pour le Flhor). La derniére réunion a eu lieu en 2003 a Montpellier. Il a été
décidé que I'INRA sera représenté par Marianne Lefort et/ou Michel Dodet.

Ce projet pourrait s’intituler : « Constitution et caractérisation et exploitation de la diversité
génétique, phénotypique et phylogénétiques de la collection colombienne de souches de
Ralstonia solanacearum ». Les objectifs sont clairement identifiées dans le titre. Les
partenaires identifiés a ce jour sont le CIAT, ICA, CORPOICA et les producteurs. ICA
intervenant dans la phase de collecte et d’exploitation, le CIAT dans la phase de
caractérisation et en relation avec les différents modéles travaillés dans ce groupe.

La feuille de route du projet pourrait s’établir comme suit:

- Mutualisation des ressources en souches Moko déja dans les laboratoires
colombiens

- Mise en place des outils de diagnostic de type multiplex-PCR et premiére estimation
de la variabilité des souches Moko

- Prospection et collection de souches sur Musa et solanaceées

- Sélection d’une core collection colombienne et séquencage

- Production des arbres phylogénétiques

- Intégration des données pertinentes de [larbre phylogénétique des souches
colombiennes dans le projet global sous la responsabilité du CIRAD (P. Prior)

La production de ces connaissances doit bénéficier a :

- l'amélioration des connaissances sur | ‘épidémiologie de la maladie en Colombie
(distribution, phylotypes, sequevars...)

- I'amélioration du diagnostic moléculaire de groupes qui ne seraient pas encore pris
en charge (if any)

- lorientation des méthodes de lutte en prenant en compte I'existence de la diversité
génétique . A ce stade, notons que les connaissances les plus actuelles sur la
diversité de l'agent pathogéne seraient réunies pour tester le comportement des
ressources génetiques Musa vis-a-vis de(s) Moko(s),

- une meilleure connaissance du complexe d’espéce au plan international

- la construction d'un réseau d’épidémio-surveillance doté des outils de diagnostic
moléculaires

- la crédibilité au plan international du programme Moko colombien, qui, notons le,
serait une premiére (de méme que ce qui a été fait en Afrique et qui reste a publier
dans le cadre de la these de G. Mahbou, Irad, Cameroun).

Le calendrier possible

Le projet doit étre élaboré sur trois années et P. Prior a demandé a Elizabeth Alvarez que le
volet formation a la recherche soit considéré (étudiants de différents niveaux). L'ICA a déja
fait passer une demande pour Edisson Chavarro, que P. Prior a transmis a T. Lescot.

P. Prior a également regu une demande spontanée d'un collegue de I'Université de la
Réunion (M. Aribaud, chercheur bénévole sous contrat ASSEDIC) pour caractériser le
lixiviado (cf annexe)



e Sentiment général de P. Prior

- La nouvelle classification de R. solanacearum et les outils moléculaires que nous avons
proposés ont été adoptés, comme cela a été le cas au CIP (Pérou), AVRDC (Taiwan), IRAD
(Cameroun), Brésil (Embrapa) et dans I'Ocean Indien (PRPV): cela crédibilise notre
« Global Initiative sur ce pathosystéme» en cours de développement au pdle 3P de La
Réunion.

- Cette collaboration scientifique nous parait bénéfique : possibilité de co-financement,
notoriété institutionnelle, développement du projet Rs a l'international, acces aux ressources
génétiques en Rs, accés aux données brutes sur les méthodes de lutte par épandage de
lixiviado...

- Nos partenaires du CIAT sont solides scientifiquement et sont dans une phase de
développement de leur projet sur R. solanacearum :ils sont ouverts et a I'écoute.

- lls sont dans la phase de rédaction du projet, suite a nos relevés de décisions lors de notre
réunion de travail au CIAT, avant mon départ de Colombie.

- Nous avons accepté de leur servir de tutelle scientifique pour veiller au bon déroulement et
aux orientations du projet.

- Enfin, si le CIRAD décide d’investir, nous tenterons de faire le point sur la caractérisation
biochimique du lixiviado (cf annexe)

Nous recommandons de soutenir ce projet collaboratif

3.2. Virologie

La zone caféiere dans laquelle ont été effectuées les visites d’exploitations est dévolue a la
culture du plantain (cultivar Dominico Harton, AAB, pour l'essentiel). A la suite de
I'effondrement des cours du café dans les années 1990, d’importantes surfaces initialement
dévolues au café ont été replantées en plantain, et cette région est devenue la principale
zone de production de plantain en Colombie. Située a une altitude moyenne de 1300m, elle
offre des conditions de température particulierement propices a I'expression des symptémes
de BSV, notamment a partir de séquence EPRV BSV intégrées dans le génome M.
balbisiana. De nombreuses plantes présentant des symptémes viraux de CMV (figure 1A) ou
de BSV (figure 1B a 1G), parfois les deux en association, ont effectivement été observées
dans la zone. Les symptémes caractéristiques de BSV ont été observés au niveau foliaire
(1B), mais des symptdmes au niveau du pseudotronc (éclatement de gaines: 1D, 1E;
nécroses : 1F) ont également été observés. La présence de nécroses au niveau des
faisceaux conducteurs (1C) a été rapportée par de nombreux planteurs comme un
symptome habituel observé sur les plants symptomatiques éradiqués. Enfin, il faut noter la
présence importante de cochenilles (1G), bien qu'un typage de celles-ci n‘ait pas été
effectué et qu’il soit donc impossible de certifier que les espéces présentes sont des
vecteurs potentiels du BSV. Par ailleurs, de nombreuses plantes présentant des mosaiques
foliaires en plage caractéristiques du CMV (1A) ont également été observées.
L’enherbement important de certaines parcelles ou de leurs alentours immédiats favorise
certainement la présence endémique du CMV dans des adventices, et sa transmission aux
plantains.

Des prélevements d’échantillons foliaires ont été effectués, a des fins d’analyse (voir liste en
annexe). Celles-ci seront effectuées a 'lUMR BGPI de Montpellier, puisque la quarantaine
cercosporiose noire en vigueur en Guadeloupe interdit toute introduction de matériel végétal
Musa dans le département.



Figure 1 : Symptémes de viroses observés sur plantain Dominico Harton en Colombie
A : symptémes foliaires de CMV

B : symptémes foliaires de BSV

C : nécrose du systeme vasculaire observée sur plante présentant des symptomes foliaires
de BSV (fleche)

D, E : éclatement de gaine observés sur plante présentant des symptémes foliaires de BSV
F : nécroses observées au niveau de la gaine d’'une plante présentant des symptomes
foliaires de BSV

G : cochenille

L’appui en matiere de contr6le des maladies virales dont bénéficient les planteurs de la zone
(notamment de la part des agents de I'lCA) est beaucoup moins bien organisé et beaucoup
moins systématique que celui dont bénéficient leurs homologues équatoriens (voir plus bas).
De plus, plusieurs facteurs contribuent au maintien d’'un niveau de prévalence élevé des
maladies virales dans les plantations :

- les replantations sont effectuées le plus souvent a partir de rejets non indexés, bien
que ceux-ci soient généralement prélevés dans des parties des plantations dans
lesquelles aucun symptéme de maladie virale n’a été observé

- méme lorsque les replantations sont effectuées a I'aide de vitroplants, ceux-ci sont
produits dans des structures dans lesquelles les indexations du matériel de départ



(pied de cuve) sont insuffisantes voire inexistantes (voir plus loin), et dans lesquelles
les risques d’activation des EPRV BSV par la culture in vitro sont peu ou pas connus
- beaucoup de plants symptomatiques restent en place dans les parcelles

En ce qui concerne spécifiguement le BSV, il est difficile, dans ces conditions, de faire la part
des contaminations par vecteur ou par diffusion de matériel contaminé (vitroplants ou rejets)
par rapport aux cas d’activation des EPRV BSV. Pour cela, de véritables projets de
recherche en collaboration doivent étre mis en place. La toute premiere étape consiste
néanmoins a transférer au plus vite les techniques d’indexation les plus sensibles
(notamment I'lC-PCR pour la détection du BSV, qui n'est utilisée dans aucun des
laboratoires d’'indexation colombiens) et a s’assurer que les centres d’indexation, notamment
ceux de I'ICA, l'utiliseront.

3.3 Nématodes phytoparasites et charancon

Dans les fincas visitées et de la part de CORPOICA, nous avons ressenti une volonté
manifeste de promouvoir des techniques alternatives a la lutte chimique contre le charangon
et les nématodes phytoparasites des plantains. CORPOICA préconise par exemple dans la
lutte contre les nématodes, I'utilisation de produits de lutte biologique comme le BIOSTAT a
base de Paecilomyces lilacinus, ou celle de BAUVERIL (Beauveria bassiana) contre le
charangon. Si jachéres et rotations culturales ne sont pas pratiquées, CORPOICA
recommande d’utiliser du matériel de plantation sain (vitroplants). L'adoption de ces
stratégies est cependant encore bien loin d’étre généralisée, d’autant que des essais
d’efficacité des produits biologiques cités ici sont encore en cours! En pratique, les
producteurs semblent d’ailleurs peu traiter contre nématodes et charancons, et utilisent
occasionnellement du Carbofuran (Carbamates). Il n’en reste pas moins que dans certaines
localités (cas de l'unité expérimentale Montelindo de I'Université de Caldas) la pression
parasitaire est forte, et que par exemple, les populations de R. similis y dépassent les 100
000 nématodes par 100 g de racines! En s’appuyant sur I'Université de Caldas, il serait
d’ailleurs utile de réévaluer de fagon précise la distribution de ce nématode parasite dans la
zone caféiere centrale ou le plantain s’est tres fortement développé au cours de la derniére
décennie. Il y a encore quelques années, R. similis, qui est un redoutable compétiteur, était
considéré comme absent de la majorité des localités de cette zone (Enquéte-diagnostic Th.
Lescot, 1992). A noter qu’au cours des visites d’exploitation, l'utilisation du lixiviado contre
les nématodes parasites du plantain a été évoquée. Il conviendrait, comme indiqué
précédemment, de statuer sur la composition biochimique de ce produit et sur sa stabilité,
mais aussi de mettre en place des essais appropriés permettant d’évaluer son activité
biologique directe ou indirecte contre les nématodes phytoparasites des Musa.

Enfin, nous avons pu noter une technique agronomique efficace de lutte contre le
charangon., Il s’agit d’'un systéeme de piégeage particulier : sur tous les pieds récoltés (et,
dans certains cas, apres décomposition d’une partie du pseudo-tronc laissée en place durant
environ 1 mois), la souche est coupée horizontalement a I'aide d’une pelle-béche plate et
bien effilée, a environ 5 cm au dessus du sol, afin de former un plateau homogéne dans
lequel est découpé un prisme (taille en V) d’environ 5 cm de coté (= profondeur), sur toute la
partie médiane. Ce prisme est alors 6té délicatement, et une dose minime d’insecticide en
granulés (Furadan®, en général, quelques grammes) est déposée dans la fente puis
refermée a I'aide du méme prisme, le plateau étant alors recouverte avec des feuilles et
gaines de pseudo-tronc. Une pulvérisation d’insecticide liquide (Furadan®, associé a du
« lixiviado ») est alors appliquée sur la base du (ou des) différent(s) pseudo-tronc(s). Les
feuilles et pseudo-troncs des pieds récoltés sont piquetés a la machette afin d’accélérer leur
décomposition et de réduire ainsi le temps de possible attraction du charangon adulte. Nous
avons ainsi pu observer des parcelles quasiment saines de dégats de charancons aprés un
an d’application de cette technique, alors que l'infestation était auparavant souvent forte.
Nous suggérons que cette technique soit testée (apres adaptation suivant le contexte et la



réglementation (insecticide)) dans d’autres contextes dans lesquels nous intervenons
fortement (Antilles sur banane dessert et Cameroun sur plantain).

3.4 Agronomie et diffusion du matériel végétal

La demande colombienne (mais aussi régionale — pays andins, voire Amérique centrale) en
matériel végétal conforme et sain, entre autres dans le cadre des cultures de substitution aux
cultures Illicites (ex. « Plan Colombia ») est en constante progression. Cependant, cet
accroissement de la demande a entrainé I'émergence d’'unités de production aussi bien in
vitro (plusieurs laboratoires) que in vivo (pépiniéristes), aussi bien privées que publiques,
sans réel contrble efficace. Cette situation a entrainé et entraine toujours actuellement une
recrudescence des problemes de qualité variétale (variants somaclonaux, non
correspondance variétale) et phytosanitaires, en particulier : Moko, Fusarium (mal de
Panama sur variétés du groupe Gros Michel), viroses (BSV et CMV en particulier),
nématodes (en particulier Radopholus), charangon, etc. Le président de la fédération des
producteurs colombiens de plantain (inventeur du systeme de « lixiviado » pour lequel il a
obtenu le prix scientifique 2004 du CIAT), ainsi que I'lCA (équivalent colombien du SPV) sont
trés inquiets de I'évolution de cette situation et sont demandeurs d’appui scientifique et
technique afin d’en limiter les conséquences. Le CIAT essaie de répondre sur le volet
« Moko » (voir paragraphe 3.1)

La technique « PIF » du Carbap a été copiée partiellement (par le président de la fédération
des producteurs), mais, avec I'appui du CIAT, la technique a été modifiée en plagant les
germoirs (sous baches plastiques) en pleine exposition au soleil ce qui entraine des
températures maximales de l'ordre de 75°C, sans mort des jeunes pouces ! Pour cela un
traitement préalable des petites souches (de rejets) par exposition au soleil et a 'eau chaude
est effectué, selon un protocole précis établi avec le CIAT sur la base d’expériences
réalisées par ce dernier sur manioc. Le but recherché par cette technique est I'élimination
des risques sanitaires (en cours d’évaluation avec le CIAT): Ralstonia, Fusarium,
nématodes, larves et ceufs de charancons, et méme viroses ! Nous restons en contact pour
suivre les résultats de cette technique « thermothérapique » pouvant étre prometteuse et
peu colteuse.

4- Visite de laboratoires a Bogota

Un des objectifs prioritaires de la mission de P.-Y. Teycheney était de dresser un inventaire
des possibilités de collaboration entre le CIRAD et des partenaires colombiens et
eéquatoriens en matiere de virologie sur bananiers et plantains. Pour cela, T. Lescot et P.-Y.
Teycheney ont visité certains des laboratoires de recherche colombiens basés a Bogota.

4.1. CORPOICA (Tibaitata)

CORPOICA (Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria, voir site institutionnel
http://www.corpoica.org.co/) est un institut de recherche agronomique national disposant de
plusieurs centres de recherche dans le pays. Il regroupe environ 300 chercheurs et
ingénieurs, dont 80 pour le seul centre de Tibaitata, situé dans la proche banlieue de
Bogota. CORPOICA est en cours de restructuration. Une nouvelle organisation en
programmes nationaux couvrant les domaines animaux et végétaux (nutrition, physiologie,
biophysique, protection intégrée, biotechnologies) et recoupés par des programmes
transversaux est en cours de mise en place. Dix plantes dont le coton, la canne a sucre, le
soja, la pomme de terre, le mais, les cultures maraichéres, les bananes et plantains ont été
identifiées comme prioritaires des activités de recherche. Ce changement d’organisation
s’accompagne d’un redéploiement du personnel, certains centres étant appelés a fermer et



certains chercheurs étant incités a quitter CORPOICA afin que des chercheurs plus jeunes
soient recrutés.

Au cours de cette visite, plusieurs chercheurs ont été rencontrés. Beaucoup ont été formés
dans les universités américaines, quelques uns en Europe.

H. Reichel (virologue)

H. Reichel a effectué ses travaux de these a l'université de Gembloux (Belgique) sur le virus
de la mosaique atténuée du bananier (BanMMV) et elle est actuellement en train de rédiger
son mémoire. Elle n’a pour l'instant aucun laboratoire d’affectation, si bien qu’il est pour le
moment difficile de construire un projet de collaboration avec elle. Il est toutefois possible
gu’elle rejoigne I'équipe de protection intégrée, qui est tres bien équipé. Si tel était le cas, il
serait possible de collaborer avec cette virologue, au caractére apparemment un peu difficile.

L. Amparo Rojas (responsable du laboratoire d’analyse des sols)

Son équipe travaille en appui aux agriculteurs, auprés desquels elle effectue un travail de
conseil en matiere de nutrition, aprés diagnostic. Cette équipe a fait partie récemment d’'un
projet INCO et semble faire du travail de bonne qualité. L’équipement du laboratoire parait
assez obsoléte.

V. Nuriez (responsable du laboratoire de biotechnologies végétales)

L’équipe gére notamment une collection de 18000 accessions (in vitro et ex situ) de plantes
variées (arbres fruitiers, mais, soja, pomme de terre, coton, orge, blé) dont une collection de
175 accessions Musa (bananier et plantains). L'’ensemble est maintenu de plus en plus
difficilement grace a un financement gouvernemental annuel de 750,000 US$. Des
programmes de création variétale sont en cours sur la tomate, le lulo, le poivron. Un criblage
de la collection de « papayuella » (Papaya carica sauvage) est en cours, afin d’'identifier une
résistance naturelle au virus des taches annulaires du papayer (PRSV). Cependant
papayuella et papayer sont sexuellement incompatibles, si bien qu’un éventuel gene de
résistance ne pourrait étre transférér chez le papayer par introgression.

Cette équipe développe plusieurs programmes d’intérét pour le CIRAD :

- maturation : caractérisation d’'une ACC synthase chez le papayer; l'objectif est de
transformer le papayer a l'aide d’ARN antisens afin d’obtenir des fruits mdrissant plus
lentement (augmentation de la « shelf life » des fruits

- recherche de génes impliqués dans la tolérance au stress salin et au froid chez le mais

- création de lignées de coton transgénique Bt, a partir d’'une souche locale de Bt

Cette équipe dispose d’équipements de biologie moléculaire de haute qualité (cycleurs PCR,
équipements d’émectrophorese etc...).

M. Ramirez Gomez (mycorrhization)

Son équipe travaille a la caractérisation de la spécificité entre mycorhizes et plantes hétes et
au typage moléculaire (marqueurs de type microsatellites) des souches de mycorhizes. Elle
comporte une unité de production a I'’échelle industrielle, permettant la commercialisation de
mycorhizes. Des travaux sont en cours pour tenter d’optimiser la mycorhization in vitro (sur
vitroplants).

C. Gomez (protection intégrée)

Ce département développe des programmes de recherche en pathologie végétale,
entomologie et malherbologie. Une de ces principales activités concerne la lutte biologique,
en utilisant notamment B. thuringiensis, verticillium (pour le contrble des aleurodes),
Beauvaria, Trichoderma.

I. Toro Suarez (gestion des ressources naturelles)
Cette equipe développe un programme d’aide aux regions défavorisées de Colombie,
notamment dans le cadre de la reconversion de terres précédemment utilisées pour la



culture de coca. Elle développe également des programmes de lutte contre la désertification,
qui est un probléme important en Colombie, et de protection des zones fragiles.

Dans le cadre d'un programme de valorisation des ressources naturelles en zone sous
développée, un projet de transformation des produits dérivés de fique, une plante locale
poussant en zone désertique daltitude (1800/2000 m), a été conduit. Il a abouti a la
construction d’'un pilote permettant I'extraction de fibres utilisables en corderie, de sucres
utilisables en raffinage et d’alcaloides de type cyclopentanoperhydropenanthéene utilisable en
pharmacologie (notamment pour la production de contraceptifs). Cette équipe recherche des
collaborations pour le passage en production industrielle et I'identification de marchés
potentiels.

4.2. Laboratoire de micropropagation de CORPOICA (Tibaitata)

Cette unité dirigée par Andres Laignelet, a une capacité totale de production de 1.5 millions
de plants par an (lulo, pomme de terre, igname, manioc, fique, mire de Castille, papaye, ail
oignon, bananier et plantain). Environ 300 000 vitroplants de Musa sont produits
annuellement, essentiellement du plantain destiné a un projet de développement du plantain
dans la zone coétiere colombienne, dans le cadre d’un projet d’environ 10 ans avec la
Corporacion PBA, et d’'un financement principalement néerlandais. Des travaux portant sur
'embryogenése somatique du plantain sont également effectués, a des fins de
transformation génétique (plantain transgénique Bt résistant au charangon).

Les installations récentes sont d’excellente qualité et beaucoup de moyens (humains : 11
personnes, et matériels) ont été accordés a cette unité (voir figure 2).

Figure 2 : Installations du laboratoire de micropropagation de CORPOICA (Tibaiatata)
A, B : salle de repiquage
C, D : chambres de culture des vitroplants de bananier et plantain (28 °C)



L’itinéraire technique de production des vitroplants de Musa est globalement satisfaisant,
avec utilisation de matériel stérile et tragabilité des plants en sortie pour suivi en pépiniére
(livraison par boites de 50 plants).

Cependant, de graves problémes existent au regard de I'état sanitaire du matériel diffusé :

- ce laboratoire multiplie un peu de figue sucrée Bocadillo (AA) mais I'essentiel de sa
production concerne du plantain (Harton et Dominico Harton, tous deux de génotype AAB),
malgré les risques avérés d’activation des EPRV BSV.

- les procédures d’indexation virologique sont tres insuffisantes : les pieds meres sont
prélevés au champ sur la base de notations visuelles, puis indexés pour la seule présence
de CMV (DAS-ELISA, fiable) et de BSV (DAS-ELISA, non fiable).

[l est donc certain que du matériel infecté par le BSV, et sans doute par d’autres virus
(notamment le BanMMV et le BBrMV, qui sont présents dans la zone) est distribué a grande
échelle. L'absence d’indexation pour le BBTV —qui est absent a ce jour de la zone- pose
également le risque de diffusion a grande échelle de ce virus s'il était introduit dans la zone.

Cette situation est extrémement préoccupante. Elle souligne la nécessité de former dans les
meilleurs délais le personnel aux techniques les plus avancées de détection des virus, et
d’inciter les responsables de tous les laboratoires de multiplication végétative a mettre en
place des procédures d'indexation contre tous les virus infectant bananier et plantains et des
itinéraires techniques garantissant I'état sanitaire du matériel de départ (maintien sous serre
insect proof).

4.3. Conclusions

e Les visites de parcelles ont montré qu’il existe d’importants problémes virologiques,
essentiellement de BSV mais aussi de CMV, sur plantain dans la zone caféiere.

e |l existe également un besoin urgent de formation aux techniques de détection les
plus sensibles des maladies virales affectant bananiers et plantains

e La distribution de plantain multiplié in vitro pose un risque de diffusion du BSV a
grande échelle. Il est souhaitable de proposer des techniques alternatives (PIF) si
celles-ci s’avérent moins risquées en terme d’activation des EPRV BSV

e Dans certaines situations, la diffusion de matériel hybride de la FHIA (de type
plantain, avec génome B), reste problématique pour Corpolca. Ceci est notamment le
cas dans la principale zone bananiére export (Uraba), dans laquelle les producteurs
de banane dessert font pression pour arréter la diffusion en I'absence de contrdle, car
ils craignent une diffusion du BSV a leurs plantations.

Les interlocuteurs rencontrés sont tres favorables a I'organisation rapide d’un atelier sur les
techniques de détection des virus de bananier et plantain. La Colombie serait
incontestablement un endroit géographiquement bien situé pour organiser un tel atelier a
destination des pays de la zone (Equateur, Vénézuela, Brésil, Costa Rica). Le soutien
d’INIBAP est nécessaire pour organiser un tel atelier, bien que I'atonie du bureau régional et
le manque de réactivité du siege d’INIBAP depuis plusieurs mois n’incite guére a I'optimisme
quant a un soutien effectif éventuel.

Il est tout aussi nécessaire que de telles techniques soient ensuite transférées aux centres
d’'indexation du matériel végétal (notamment a I'lCA, qui est responsable de la protection des
végétaux)

Sur la base des visites effectuées et des contacts établis, il semble que des personnes
compétentes, avec lesquelles il serait possible d’établir des collaborations ultérieures, soient
présentes a CORPOICA. C’est le cas d’H. Reichel, qui maitrise 'ensemble des techniques
de détection des maladies virales, mais ne dispose pas d’'un laboratoire et dont le futur au



sein de CORPOICA n’est pas encore assuré. Il n’a pas été possible a P.-Y. Teycheney de
visiter les installations du CIAT (a Cali), en raison de contraintes de temps. Cependant, une
équipe de virologie (dirigée par F. Morales) existe dans cet institut. Elle jouit d’'une excellente
réputation et bénéficie apparemment d’excellents équipements techniques. Il serait
souhaitable, dans I'éventualité d’une autre mission en Colombie, d’établir des contacts avec
cette équipe et, de toute facon, de I'associer a une éventuelle formation aux techniques de
diagnostic des maladies virales des bananiers et plantains.

En fonction des éléments décrits ci-dessus et étant donné I'avance du CIRAD (associé au
CARBAP) sur les techniques de diagnostic (tous pathogenes), de certification (cahiers des
charges) et de multiplication massive (in vivo et in vitro), nous pensons que de nombreux
éléments positifs existent en Colombie et dans la sous-région pour le montage d’'un projet
ambitieux de recherche-développement sur musacées. Un tel projet multi-institutionnel
pourrait s’intituler « Appuis a l'identification et a la gestion des risques sanitaires impliquant
'amélioration des techniques de multiplication massive et localisée de matériel végétal dans
la zone andine » et impliquer le CIAT, les SNRAs, les PV, les MINAGRI (le Minagri
colombien étant trés favorable a un tel projet), quelques universités, les associations de
producteurs et quelques projets de développement en cours (dont celui de la Corporacion
PBA)

5- Mission de P.-Y. Teycheney en Equateur

Cette partie de la mission avait pour objectifs d’évaluer la situation virologique (notamment
vis-a-vis du BSV) dans une zone de production intensive de banane dessert et d’identifier
des personnes avec lesquelles collaborer ultérieurement en virologie sur bananiers et
plantains.

L’ensemble de la mission a été effectué dans la zone entourant Guayaquil, qui est la
principale zone équatorienne de production de banane dessert. Elle a consisté en la visite de
nombreuses exploitations, celle de laboratoires de recherche et en un séminaire donné au
siége du groupement national des producteurs de banane d’Equateur.

5.1. Visite de laboratoires

ESPOL (Escuela Superior Politecnica del Litoral)
ESPOL est une université semi-privée située dans la proche banlieue de Guayaquil (voir site
institutionnel http://www.espol.edu.ec/espol/index.htm). Elle exerce également des activités
de recherche, notamment en biotechnologies au sein d’un centre spécialisé (CIBE, Centro
des Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador, http://www.cibe.espol.edu.ec). Ce centre
bénéficie d’infrastructures et d’excellents équipements pour la microbiologie (hottes a flux
laminaire, enceintes climatiques) et la biologie moléculaire. Les chercheurs et étudiants de
ce laboratoire sont d’'un bon niveau de formation et font preuve d’'une excellente motivation.
Le CIBE collabore étroitement depuis plusieurs années avec I'Université Catholique de
Leuven (KUL) sur des thématiques bananier. Trois de ses étudiants préparent actuellement
une thése dans les laboratoires de KUL.
Parmi les activités de recherche développées sur bananier au CIBE, on peut citer :
- Etude de l'effet de la nutrition (notamment des micronutriments) des bananiers sur le
développement de Mycospharella fijiensis
- Evaluation des propriétés antibactériennes (notamment sur Staphilococcus aureus)
des peptidases de bananier (collaboration avec I'industrie pharmaceutique)
- Développement de marqueurs chloroplastiques et mitochondriaux chez Musa
- Mise au point de suspensions cellulaires de clacutta 4 et Williams a des fins de
transformation génétique ; cryoconservation de germplasm Musa
- Caractérisations de mycorrhizes utilisables sur bananier
- Diagnostic virologique sur bananier



Outre ses activitées de recherche, ESPOL dispense également des conseils aux planteurs,
notamment en matiére phytosanitaire pour le contrle de M. fijiensis et du BSV (voir plus
loin). Ce suivi, trés sérieux, s’appuie sur des sorties terrain fréquentes (jusqu’a 3 fois par
semaine) au cours desquelles les chercheurs évaluent avec I'exploitant I'évolution des
attaques pathogénes et I'efficacité des traitements préconisés.

SEBIOCA

SEBIOCA est une structure commerciale d’ESPOL produisant des vitroplants de canne a
sucre (environ 200,000 par an), de bananier et plantain (environ 1.8 millions par an). Les
principales variétés de bananiers produites sont Grande Naine et Valery, celles de plantain
Curare enano et Dominico Harton. L’entreprise bénéficie de serres sous ombrieres mais
sans insect proof ni compartimentation, d’une capacité totale de 400,000 plants, dans
lesquelles est effectué le sevrage des plants. Ceci permet a SEBIOCA de livrer aux
planteurs des plants préts a étre plantés au champ, aprés destruction des variants (le taux
officiel de variants étant de 2% maximum, ce qui est difficile a croire). Il faut noter que les
alentours de ces serres, assez sommaires, sont copieusement enherbés.

L’itinéraire technique de production des vitroplants chez SEBIOCA est similaire a celui
développé par CORPOICA (voir plus haut). En pire.

En effet, les producteurs fournissent directement les pieds meéres des clones,
pompeusement qualifiés d’élite, a partir desquels ils souhaitent voir produire des vitroplants.
Aucune indexation virologique (ni autre) n'est effectuée sur ce matériel avant sa mise en
culture et le début de la multiplication. Les personnes en charge de cette société assurent
néanmoins n’avoir jamais rencontré de probleme de vitroplants contaminés !

Les problémes inhérents a litinéraire de production des vitroplants et les besoins de
SEBIOCA en matiere de certification sont en tout point identiques a ceux de CORPOICA. La
encore, il est probable que cette structure est une véritable usine a diffuser du virus, et il est
tout aussi probable que les probléemes graves et croissants rencontrés sur banane dessert
par les planteurs vis-a-vis du BSV proviennent essentiellement de I'utilisation généralisée de
matériel non certifié (vitroplants ou rejets) lors de la replantation.

INIAP (Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias)

Cet institut national est I'équivalent équatorien de CORPOICA, en plus petit (site
institutionnel : www.iniap-ecuador.gov.ec). Il comporte plusieurs centres de recherche dont
les plus importants sont situés a Santa Catalina (pres de Quito), Pichilingue (a environ 3h de
Guayaquil) et Boliche (a environ 30mn de Guayaquil). Parmi les missions de I'INIAP figure
'appui aux producteurs, notamment ceux de banane et de plantain. Cet appui est effectué
au travers de formations (le centre de Pichilingue posséde des structures d’hébergement
pour les personnes suivant des formations de plusieurs jours), d’appui technique (visites
régulieres des agents INIAP aux producteurs, suivi au champs) et la publication de
plaguettes et manuels techniques a destination des producteurs.

Durant sa mission en Equateur, P.-Y. Teycheney a visité les centres de Pichilingue et
Boliche.

o Centre de Pichilingue
Ce centre de recherche héberge notamment le programme de protection des cultures,
dirigé par le Dr Carmen Suarez. Parmi les activités de ce programme, on peut citer les
recherches effectuées sur l'utilisation de Trichoderma en lutte biologique (notamment sur
cacao) dans le cadre d'un projet financé par 'TUSDA. Par ailleurs, d’autres activités sont
conduites sur le cacao, qui est une importante culture d’exportation en Equateur
(production annuelle d’environ 90,000t). Certaines de ses activités ont donné lieu a des
collaborations avec le CIRAD. Citons la recherche de résistances aux principales



maladies fongiques (dont witche’'s broom), la caractérisation des propriétés
organoleptiques des feves des différentes variétés et 'embryogenese somatique.

Par ailleurs, le centre de Pichilingue héberge un laboratoire de culture in vitro qui produit
notamment des vitroplants de bananier et plantain. Il a actuellement une production de
22,000 vitroplants du plantain faux-corne « Barraganete » (AAB, équivalent a I'Hartén
colombien ou au Curraré costaricien) tous les 4 mois et autant de bananiers, (soit une
production annuelle d’environ 130,000 plants par an) a destination des planteurs, qui
effectuent eux-mémes le sevrage. La encore, le matériel de départ n’est pas indexe.
Parmi les autres laboratoires visités, celui d’'une équipe de nématologie sur bananiers et
plantains.

Ce centre de recherche forme de nombreux étudiants d’une université locale. Les
chercheurs y sont motivés et trés demandeurs de collaborations. Les laboratoires sont
correctement équipés pour les programmes en cours. lls ne sont en revanche pas
équipés pour des activités de biologie moléculaire, et ne possédent pas de chercheur
compétent en la matiere.

o Centre de Boliche

Ce centre héberge principalement plusieurs programmes de création variétale (mais, riz,
soja, arachide). Il comprend une structure de production de semences, pour la vente a
grande échelle aux agriculteurs des variétés INIAP. Dans le cas du soja, une cinquantaine a
une centaine de croisements est effectuée annuellement, ce qui aboutit en moyenne a la
commercialisation d’'une nouvelle variété tous les 6 a 8 ans.

Ce centre comporte également des laboratoires de recherche vastes et notablement sous
équipés. Les principaux sujets de recherche sont :

- entomologie : transmission des virus par leurs vecteurs naturels. Une équipe, dirigée
par F. Armijos et animée par L. Paz, travaille sur la transmission du BSV par les
cochenilles. Elle dispose d’un grand laboratoire extrémement vide et d’'une chambre
climatique artisanale servant aux manipulations d’insectes et aux essais de
transmission ; l'identification des espéces de cochenille est effectuée par le Dr Miller
(USDA, Floride) ; ces travaux ont permis de déteminer que Pseudococcus citri n’était
pas présente en Equateur, et que P. elisae y était présente sur plantain mais pas sur
bananier, alors que Dismicoccus bispinosus était présente sur bananier.

- pathologie végétale : transmission du Rice stripe necrosis virus (RSNV, Benyvirus)
par Polymyxa graminis, identification d’h6tes herbacés du RSNV (Chenopodium
quinoa, C. amaranticolor). Essai de caractérisation d'un virus de mais (en
collaboration avec F. Morales, CIAT, Colombie)

- lutte biologique : contr6le de Cosmopolites sordidus par Beauvaria bassiana. Ce
projet, financé par la Banque Mondiale, a pour objectif le transfert de la technique
vers les planteurs. Actuellement, des essais sont en cours, effectué a I'aide de piéges
constitués de morceaux de pseudotronc ensemencés avec B. bassiana, a raison de
50 pieges a I'hectare. Contrle de Alaucarpis tubercularis sur mangue a laide
Cybocephalus nipponirus.

- Agronomie : un laboratoire rudimentaire d’analyse des sols effectue des analyses a
destination des planteurs.

- Nématologie : ce laboratoire est principalement orienté vers I'analyse et le conseil
aux planteurs de bananes. Il travaille également a I'établissement de protocoles de
traitements et de recommandations aux planteurs. Une recrudescence des
probléemes de nématodes dans les plantations a été observée a la suite de
changements de pratiques de replantations (abandon progressif de [I'utilisation de
bulbes parés au profit de rejets enracinés, qui permettent I'introduction de doses
d’inoculum importantes).

La encore, aucun laboratoire n’est équipé pour la biologie moléculaire, ni aucun personnel
compétent en la matiéere.



Concepto Azul

Cette société privée, basée a Guayaquil, a pour principale activité le développement de la
pisciculture (crevettes) en Equateur et au Vietnam. Elle commercialise des tests de détection
par nested PCR des principales maladies virales de la crevette (white spot syndrome,
IHHNV).

Elle s’intéresse également au diagnostic moléculaire des maladies virales du bananier
(CMV, BSV), pour lesquels elle développe des tests. Elle a une petite activité d’'indexation
virologique a destination des planteurs.

Elle participe a I'enseignement dans le cadre d’'un masters en biotechnologie de I'Université
de Guayaquil, avec laquelle elle a également passé des accords lui permettant d'utiliser
certains équipements. Elle dispense également des formations. Elle dispose enfin d’un
laboratoire de biologie moléculaire trés basique comportant 2 cycleurs PCR, 2
centrifugeuses de paillasse, 1 congélateur a -20°C, 1 appareil a électrophorése en gel
d’agarose, 1 appareil a lampe UV pour visualiser les acides nucléiques, des pipettes de
précision et une hotte a flux laminaire. Un des problemes majeurs dans le fonctionnement de
ce laboratoire concerne la gestion des déchets toxiques (BEt, phénol, chloroforme et autres
solvants) qui sont tout simplement jetés a I'évier, et pour la manipulation desquels peu de
précaution sont prises.

Globalement, le personnel de cette société a I'air correctement formé, sans plus, ce qui
explique sans doute certains choix stratégiques surprenants (détection du BSV et du CMV
par RT-PCR, par exemple). Depuis la visite de P.-Y. Teycheney, le chercheur responsable
du diagnostic virologique sur bananier et plantain a quitté la société, qui semble vouloir se
désengager du secteur végétal. Cette situation confuse rend pour I'instant impossible toute
collaboration insitutionnelle avec Concepto Azul.

5.2. Visite d’exploitations

Des visites d’exploitation ont été effectuées séparément avec les chercheurs d’ESPOL et de
'INIAP dans la zone de production de banane dessert située autour de Guayaquil. Il s’agit de
la principale zone de production en Equateur. Située au niveau de la mer elle est
pratiguement exclusivement consacrée a la production de bananes desserts. Les infections
par le BSV y résultent donc exclusivement d’'une transmission naturelle du virus par ses
vecteurs et/ou d’utilisation de matériel végétal contaminé lors des replantations. De I'avis
général des planteurs rencontrés et sur la base des observations effectuées au champ, les
problemes de BSV dans la zone sont importants, et en augmentation réguliere depuis
plusieurs années. Certaines des exploitations visitées hébergent des foyers importants.

Les exploitations de cette zone sont de grande taille (rarement inférieure a 100ha, souvent
davantage). Celles qui n’appartiennent pas aux grands groupes (Dole, Noboa) leur sont, a
quelques exceptions pres, associées et leur vendent leur production. Toutes les exploitations
visitées au cours de cette mission sont parfaitement entretenues, bénéficient d’'un systéeme
d’irrigation par aspersion et, dans la majorité des cas, d’un cable way.



Figure 3 : Symptémes de BSV observés sur banane dessert en Equateur
: symptémes foliaires

: symptémes de nécrose sur la nervure centrale

: nécrose des tissus conducteurs de la nervure centrale

: émergence du régime depuis le milieu du pseudotronc

: marquage des plants d’'un foyer de BSV a éradiquer
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ESPOL et I'INIAP prodiguent des conseils aux planteurs en matiére de contrle des
maladies virales, essentiellement du BSV. Globalement, sur la base de ce qui m’a été donné
de constater, il semble que le suivi effectué par ESPOL est plus efficace que celui effectué
par 'INIAP. Dans les deux cas, ce suivi est basé sur la notation visuelle de symptémes. En
cas de détection d’'un foyer de BSV, les recommandations sont les suivantes :

- éradication de la ou des plantes montrant des symptomes, par injection d’herbicide
dans le pseudotronc

- traitement insecticide des plantes environnantes afin d’éliminer les cochenilles

- destruction de la plante malade (dessouchage) une fois celle-ci tuée par injection
d’herbicide. Lors du dessouchage, épandage de CaCO; et de nématicide dans
I'emplacement occupé par cette plante

- aprés 3 a 6 mois, remplacement de la plante détruite par un rejet sélectionné dans
une autre partie de la plantation, ou par du matériel issu de CIV. Traitement
nématicide préventif mais non systématique lors de la replantation

Certaines pratiques (traitement nématicide et épandage de CaCO; lors du dessouchage)
sont inutiles pour le contréle du BSV. Cependant, le probleme majeur réside dans l'utilisation
de matériel non certifié (qu’il s’agisse de rejets ou de vitroplants) lors de la replantation. I
contribue sans aucun doute au maintien et a I'expansion des problémes de BSV en



bananeraie. Enfin, la présence quasi systématique de cochenilles dans les parcelles est
sans doute également un facteur important dans I'accroissement des problemes de BSV
observé depuis plusieurs années. Face a cette situation, aucun programme d’envergure
n’est développé, et il est probable que les problemes de BSV vont s’accroitre encore dans
un futur proche.

Notons enfin la visite d’'un essai expérimental piloté par une société mexicaine de produits
phytosanitaires (Biorganix). Cette société prétend qu’un produit a base d’acide salicylique
(de l'aspirine, en gros) et de 29 composés « bio » est efficace en injection et/ou pulvérisation
contre les infections virales. L'oreille complaisante dont bénéficie ce genre d’officine est trés
révélateur d’'un engouement général pour les solutions miracles sans aucun fondement
scientifique.

6. Conclusions

Un des objectifs de la mission de P.-Y. Teycheney était d’identifier des partenaires potentiels
pour des projets en collaboration sur la virologie des bananiers et plantains, et les besoins
des partenaires colombiens et équatoriens en virologie.

1. Le besoin le plus urgent est incontestablement I'organisation d’'un atelier d’envergure
régionale permettant de transférer les techniques d’indexation les plus sensibles pour la
détection des virus infectant bananiers et plantains, et plus spécifiquement la technique d’IC-
PCR pour la détection du BSV et celle d'IC-RT-PCR pour la détection du BanMMV.
Cependant, il serait judicieux d’inclure également les techniques sérologiques (ELISA) de
détection du BBTV, du BBrMV et du CMV dans une telle formation. L'organisation d’un tel
atelier devrait associer INIBAP, dont c’est une des missions. Des contacts ont déja été pris
avec le responsable du groupe de travail ProMusa virologie (Andrew Geering, QDPI&F,
Australie). L'idée est de former des personnels qui pourraient a leur tour enseigner ces
techniques dans leurs pays ou régions respectifs.

2. Parallelement a l'organisation d’un tel atelier, il est nécessaire d’aider les institutions
responsables a se doter de véritables structures dindexation du matériel végétal. La
situation actuelle de diffusion de matériel végétal (bananier ou plantain) non certifié est la
meilleure garantie d’un accroissement des problémes viraux sur bananiers et plantains dans
la région.

3. Il est également nécessaire de convaincre tous les acteurs de la filiere de la nécessité
d’adopter des itinéraires techniques garantissant la qualité du matériel vegétal utilisé en
plantations, notamment en aidant les producteurs de vitroplants a mettre sur pied un
itinéraire technique adéquat.

4. L’association des exportateurs de banane d’Equateur (AEBE) auprés de laquelle P.-Y.
Teycheney a donné un séminaire présentant les travaux du CIRAD en virologie sur bananier
et plantain, est trés réceptive et préte a apporter son soutien a la diffusion des techniques
d’'indexation (contact avec son directeur exécutif, Eduardo Ledesma Garcia).

5. En terme de partenariat scientifique, les possibilités sont assez limitées. Du cété
colombien, CORPOICA est un partenaire incontournable en raison de son implantation
nationale et de son niveau d’expertise et d’équipements. Il est nécessaire d’évaluer la
possibilité de collaborer avec le CIAT, dont le laboratoire de virologie n'a pu étre visité au
cours de cette mission.

Du cbété équatorien, la situation est plus complexe. ESPOL bénéficie d'un niveau
d’équipements et de compétences en biologie moléculaire bien supérieurs a ceux de I'INIAP.
Il n’a toutefois pas le rayonnement national de I'INIAP, ni son réseau de laboratoires. Le seul



laboratoire de 'INIAP possédant des équipements de biologie moléculaire est situé a Santa
Catalina (prés de Quito), mais il n’a pu étre visité au cours de cette mission.

Un projet éventuel d’évaluation et de gestion du risque BSV pourrait s’appuyer sur les
compétences existantes a CORPOICA (H. Reichel) et, sans doute, au CIAT (F. Morales). La
composante équatorienne d’un tel projet serait plus difficile a identifier.

6. Les besoins en formation sont importants. Dans I'immédiat, en attendant I'organisation de
I'atelier mentionné au point 1., le CIRAD dispose d’un financement DESI au titre de I'exercice
2005 pour la formation d'un chercheur équatorien aux techniques de détection immuno-
moléculaires du BSV. Actuellement, la personne la plus a méme de bénéficier pleinement de
cette formation, compte tenu de son expérience et de ses compétences, est un chercheur de
l'université ESPOL, Danilo Eduardo Moreta Mejia.



7- Résumés des communications présentées par des agents du CIRAD au 2°
Symposium sur la production, commercialisation et industrialisation du plantain

The root-invading nematode-fungus complex of Plantains and
Bananas : A review

JM Risede, CIRAD UPR 26, Station de Neufchateau, laboratoire de Pathologie végétale, 97130
Capesterre Belle-Eau, Guadeloupe (F.W.l.), France.

Since the outset of their economic expansion and up to now, Plantains and Bananas (Musa
spp.) have had to face simultaneously with diverse root-colonising pathogens among which
vascular and root rot fungi as well as communities of plant-parasitic nematodes often act as
a complex. Depending at once on the occurrence of adequate inoculum, the nature and
incidence of this root pathogenic complex (RPC) vary strongly, as a consequence of its
interactions with the cropping system, the soil and climate conditions. In some situations, this
RPC can thus be dominated by the soilborne fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense
which is responsible for the much-dreaded Panama disease (also called Fusarium Wilt). In
other conditions, the root system of plantains and bananas is mainly altered by endoparasitic
nematodes among which Pratylenchus spp., Radopholus similis, Helicotylenchus
multicinctus and Meloidogyne spp. are frequently prevailing. In this second case, the
detrimental action of plant-feeding nematodes can be completed or strengthened by root rot
fungi, many contributing as necrosis extensors but others as Cylindrocladium spp.
(teleomorph Calonectria spp.) operating as true primary pathogens. The purpose of the
present paper is to review the biology, the diversity, and the ecology of these pathogens.
Some attention is also given to the possible interactions that can take place within this
complex, but also outside it, as the relations RPC — non-pathogen organisms, such as root
endophytes, are also treated. Achieved or prospective management for the control of these
soilborne pathogens is discussed, including cultural tactics, biological control and breeding.



The Ralstonia solanacearum species complex: genetic diversity,
phylogeny and molecular typing of strains with a particular attention
to emerging strains and bacterial wilts of banana known as moko
disease, bugtok disease and blood disease.

P. Prior, CIRAD/INRA, UMR Peuplements Végétaux et Bioagresseurs en Milieu Tropical, Station de
Ligne Paradis, 7 Chemin de I'lRAT, La Réunion, 97410, Saint Pierre cedex, France. E. Wicker,
CIRAD-PRAM, BP 214, 97285, Le Lamentin cedex, Martinique (FWI). M. Fegan, CRCTPP, School of
Molecular and Microbial Sciences, The University of Queensland, 4072, Australia.

Ralstonia solanacearum is a ubiquitous, highly variable and adaptable plant pathogen
distributed worldwide with a large and expanding host range. R. solanacearum (Rs) and its
close relatives, the blood disease bacterium and R. syzygii, constitute a species complex, a
diverse group of closely related isolates that represent more than one species. Biovar (Bv)
typing and race assessment are methods commonly used for assessing the diversity of Rs
strains. However, recent genetic evidence has indicated that these phenotypically-based
schemes are not sufficient to encompass the diversity of strains represented in the species
Rs. A classification system based upon phylogenetic analysis of sequence data generated
from the 16S-23S internal transcribed spacer (ITS) region, the endoglucanase gene and the
mutS gene has recently been developed. From the phylogenetic analysis of the sequence
data the Rs species complex can be subdivided into four monophyletic clusters of strains,
termed phylotypes. Phylotype | includes strains belonging to Bv 3, 4, and 5, primarily
originating from Asia. Phylotype Il includes strains belonging to Bv 1, 2 and 2T, primarily
originating from America. The Rs race 3 potato pathogen, which has a worldwide distribution,
and the race 2 banana pathogen are both members of phylotype II. Phylotype Il contains
strains primarily isolated from Africa and surrounding islands, and belonging to to Bv 1 and
2T. Phylotype IV contains Rs strains isolated primarily from Indonesia belonging to Bv 1, 2
and 2T and also contains the blood disease bacterium and R. syzygii. Each phylotype is
composed of a number of groups of strains, with highly conserved endoglucanase and mutS
gene sequences, termed sequevars. The phylotyping scheme is highly discriminatory,
flexible, additive, and should allow a better prediction of the properties of strains. Multiplex
PCR protocols have been designed for identifying the phylotype to which a strain belongs
and to provide identification of strains with different pathotypes: H/B MLG24, SFR/A MLG25,
and heliconia/tomato/banana MLG28 (sequevars 3, 4 and 6, respectively). A case study is
presented on epidemiology of an emerging anthurium/cucurbit pathotype from Martinique
(sequevar4dNP) which may infect Musa (especially capable in infecting plantain banana). This
in turn will aid in the development of strategies for the successful control of the many
bacterial wilts caused by R. solanacearum. Based on this recent knowledge, a global and
long term bacterial wilt project has recently been launched in Reunion Is. under the
leadership of CIRAD, details of this project will be presented.



A new generation of dwarf plantain hybrids with resistance to Black
Sigatoka and high yield

By Dr. Kodjo TOMEKPE (CIRAD Plantain & Banana Breeder ; Director of CARBAP)
& MSc. Thierry LESCOT (CIRAD Plantain & Banana Agronomist)*
Centre Africain de Recherches sur Bananiers et Plantains (CARBAP)
B.P. 832. Douala, CAMEROON
Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD)
Fruit and Horticultural Crops Department, 34398 Montpellier Cedex 5 FRANCE

Plantains are important food and cash crop in the humid forest zones of west and central
Africa. In those zones, plantains exhibit a high diversity and are especially cultivated by
smallholders playing a great socioeconomic role in the farming community.

The African Centre for Research on Banana and Plantain (CARBAP, formerly CRBP) and
CIRAD initiated four years ago in Cameroon the breeding of dwarf plantains by using wild
and advanced diploid male parents. Significant achievements of this approach are several
tetraploid and triploid hybrids with dwarf stature and resistance to Black Sigatoka. Most of the
selected hybrids look very similar to the plantains and exhibit a short plant stature, earlier
flowering and big bunch with parthenocarpic fruits. Preliminary evaluation of the physico-
chemical characters of the fruits shows that dry matter content, pulp color and firmness of
some hybrids are comparable with those of the plantain parents. Although the acceptability of
these preliminary hybrids by taste panel is good, their cooking features have to be improved
in order to enlarge their commercial value. To insure that, superior plantain-like diploid
parental lines are using to cross the preliminary dwarf and a few hybrids are already under
preliminary evaluation.

These hybrids are now going to be planted at a large scale extensive evaluation under high
pressure of black sigatoka as well as in small-scale farmer system. On-farm participatory
evaluation is undergoing in several locations in Cameroon to allow the selection of hybrids
adapted to different production zones. Furthermore, the evaluation of their commercial
potential including the impact of a partial dehanding practice to develop false-horn-like fruits
is underway. Current strategy to create plantain triploid hybrids with multiple resistance to
diseases and pests is presented.

Key words : African dwarf plantain, hybrid, resistance, black sigatoka



Techniques horticoles de multiplication de masse in vivo : une
alternative a la culture in vitro : le cas de la technique PIF sur
bananiers

Par Dr KWA Moise
Programme Agronomie - CARBAP
Cameroun

Un matériel végétal de plantation sain constitue de tout temps une nécessité
fondamentale pour la réalisation d’une bananeraie durable. Planté sur un sol sain ou assaini,
ce matériel contribue a des économies substantielles et a la préservation de I'environnement
(Kwa et Ganry,1990). Malheureusement, dans différentes zones de production en milieu
paysan(Afrique centrale et occidentale, Amérique centrale, etc.) et en raison du parasitisme
endémique, le manque d’'un matériel de qualité demeure une préoccupation récurrente. On
assiste a des replantations fréquentes, ce qui accroit la demande en matériel. En outre, dans
le souci de diversifier leur sources de revenus, de nombreux opérateurs économiques ont
opté pour la création de grandes bananeraies (Temple et al, 2003). Au Cameroun par
exemple, les besoins en matériel végétal de plantation s’élevent a plusieurs dizaines de
millions de plants par an pour les plantains (KWA, 1998, 2002). De plus, des résultats
récents de la recherche ont montré que la culture du bananier en haute densité constitue
une voie de production prometteuse pouvant garantir de bons revenus agricoles (Belalcazar,
1992, 1994 ; Perez Sanchez, 1994 ; Robinson, 1990, 1992, etc.). Ces constats permettent
de relever toute l'importance d’une bonne production de rejets pour satisfaire les besoins
toujours grandissants des producteurs.

Devant l'incapacité de combler la demande potentielle par les techniques traditionnelles de
production de rejets au champ, ceci malgré quelques améliorations (Grisales Lépez 1994 ;
Godinho 1994 ; Bonte et al, 1995 ; Noupadja, 1995, Adelaja 1996, Munoz 1996 ;), certains
producteurs ont trouvé en la culture in vitro un moyen d’obtenir du bon matériel de plantation.
Cependant, le prix de revient des plants est prohibitif et il faudrait développer des systemes
de production tres intensifs couplés a des stratégies de ventes efficaces pour s’assurer des
marges intéressantes. Le manque de ressources des paysans et le faible accés au crédit a
limité I'accés aux vitroplants a la plupart des producteurs.

C’est dans ce contexte que le CARBAP a développé ces derniéres années une technique
horticole nouvelle de production de masse de plants sains, trés proches des vitroplants par
leur phénotype, mais a un co(t trés faible en comparaison de celui du vitroplant. Il s’agit de
la technique des plants issus de fragment de tige (PIF). La technique PIF se présente a ce
jour comme une alternative a la culture in vitro des bananiers. Elle permet de produire en 3-4
mois plusieurs dizaines de plants par explant de rejet sur un milieu simplifié et sans
hormones, soit en moyenne entre 1500 et 5000 plants/m? en fonction des variétés au cours
de cette période. Elle est accessible aux paysans quel que soit leur niveau d’instruction ou
leurs moyens. Elle a été testée sur plusieurs variétés de bananes et de plantains ainsi que
sur des hybrides. Actuellement, elle a été vulgarisée auprés de différentes institutions de
recherches nationales et internationales et a des particuliers en Afrique centrale et de 'Ouest
. Au Cameroun, elle a connu un taux d’adoption de plus de 80% et a donné naissance au
métier de pépiniériste bananier. Les principales étapes de la technique sont présentés ainsi
que la réponse variétale sur un certain nombre de cultivars.



Viral diseases of plantain and banana : constraints and prospects

Pierre-Yves Teycheney 1.2 M. Folliot 1.3, S. Galzi 1.4, G. Le Provost 1.4, N. Laboureau 1.4, M.-L Caruana
1.4, Thierry Candresse 5 and F.-X. Céte 1

1 CIRAD, Centre International de Recherche en Agronomie pour le Développement
2UPR75, Capesterre Belle Eau, Guadeloupe — 3 UPR26, Montpellier, France — 4 UMR BGPI,
Montpellier, France -sUMR GD2P, IBVM — INRA, Villenave d’'Ornon - France

Viruses cause destructive and economically important diseases on banana and plantain
worldwide. They also hamper the exchange and diffusion of Musa germplasm. Most reported
viruses infecting banana and plantain are transmitted vegetatively or by biological vectors
and can be managed through the control of such vectors. Meanwhile, Banana streak virus
(BSV) is either transmitted by mealybugs or through stress-induced activation processes of
viral sequences integrated into the genome of Musa balbisiana. Therefore its control is much
more challenging.

Innovative and sensitive methods that have been developed or implemented for the detection
and control of viruses infecting banana and plantain will be presented. Recent breakthrough
on the activation of BSV sequences in natural or created plantain hybrids following in vitro
mass propagation will also be presented together with recommendations for a better control
of BSV.



8- Annexes

8.1 Projet Lixiviado confié a M. Aribaud

Sous réserve de l'identification de crédits de fonctionnement

En I'état actuel du peu de données acquises, et de la complexité probable de la
composition chimique du Lixiviado, une approche pragmatique consiste a considérer les
classes de molécules les plus actives en qualité d’agent bactéricide. Parmi ces classes de
molécules, les acides phénoliques et leurs conjugués a des oses, des alcools, des amines,
.., sont de bons candidats potentiels pour participer a la compréhension de [effet
bactéricide ou bactériostatique du Lixiviado sur Ralstonia solanacearum. Pour mémoire, ces
composes participent dans la plante a la réponse physiologique du stress et plus
particulierement lors des processus de la résistance des végétaux aux pathogéenes. A ces
données, trés documentées dans la littérature, s’ajoute un élément qui participe a la
fabrication du Lixiviado. En effet, une suspension de « levures » est apportée sur les rachis.
Les champignons possédent la capacité de sécréter des enzymes hydrolytiques de la paroi
cellulo-pectique. Leur action pourrait libérer les composés que nous Nnous proposons
d’étudier.

Dans un premier temps, une analyse par hydrolyses ménagées permettra une
évaluation quantitative (en équivalent acide gallique par exemple) des différentes classes de
composés phénoliques tels que les acides phénoliques libres, les acides phénoliques
estérifiés, les acides phénoliques glycosylés et les acides phénoliques classés comme
« insolubles » (acides phénoliques en suspension). Les résultats de ces analyses constituent
une premiere base de données utile pour envisager les investigations ultérieures. La nature
des acides phénoliques, libérés lors des hydrolyses ménagées, peut étre déterminée par
HPLC. Cette méthode n’a pas été publiée a ce jour. Son auteur, M. Thierry Régnier, est
chercheur a I'Université de Prétoria (Afrique du Sud).

Dans un second temps, un nouveau fractionnement permettra de séparer les
composes intacts, appartenant aux quatre classes arbitrairement définies ci-dessus. Les
fractions seront testées in vitro en solution avec une suspension bactérienne de Ralstonia
solanacearum Les résultats de la numération bactérienne valideront ou non un effet toxique
potentiel de chacune des classes des composés phénoliques. Les techniques de
numeérations bactériennes utilisées reposent sur la capacité des bactéries a former des
colonies. Cette méthode ne peut prendre en compte la forme VBNC de R. solanacearum
ainsi que leffet bactériostatique des composés étudiés. De ce fait, une analyse par
colorations sélectives « life-dead » complétera les résultats obtenus par la numération.

En fonction des résultats de toxicité, la séparation et des composés d’'une méme
classe pourrait conduire a identifier la ou les molécules susceptibles d’étre impliquées dans
I'effet bactéricide ou bactériostatique du lixiviado.

Au terme de ce travail préliminaire une classe importante des composés organiques
d’origine végétale aura éte explorée.



8.2. CV de M. Aribaud

Marcel ARIBAUD

Date of birth: 07/31/1960 in Toulouse (Fr)
French Nationality

Single

130, chemin Stéphane

97430 Le Tampon

Tél. : 06 92 02 47 41

Email : marcelaribaud@yahoo.fr

DIPLOMA

June 1994 PhD of the Institut National Polytechnique from Toulouse in « Treatment
of vegetal raw material, option production ». The study had been carried out in the
Laboratory of phytoparasitology of the Plant breeding station of INRA. The title of the PhD
was: Metabolism of polyamines (biosynthesis and regulation), during the growth and
development of the chrysanthemum. | obtained my diploma with cum laudeae.

Jury: President: M. Morard, M. Bagni et M. Vasseur, PhD director: Mme Martin-Tanguy.

September 1988 D.E.A. of the Institut National Polytechnique de Toulouse in
« Treatment of vegetal raw material, option production ».

September 1986 Msc in vegetal physiology

June 1986 Bsc of cell biology and physiology.

TEACHING ACTIVITY

1984-1988 | was a study supervisor in the high school Guynemer in Toulouse.

1988-1989 | was a study supervisor in the scientific section of the senior high school
“Montchapet” in Dijon (Céte d’Or) and the senior high school “Stephen Liégeard” of Brochon
(Céte d’Or).

From April 1994 till March 1995 | was in charge of the creation of an educational
botanic garden for an association related to educational development named: “Association
pour le Développement Pédagogique et Scientifique du Parc de I’Auxois”.

| had to supervise:

- The organisation of educational programs in using the animal park and the

botanical garden for pupils of the primary and junior high school.

- The technical staff and park guides.

- Groups (children or adults) on different themes about environment, ecology

and animal life.

1996-1999 | was a teacher in Human biology and physiology in the pedagogic
centre of « Occitanie » in Blagnac (Haute Garonne). | taught to sections preparing
entrance exams for nurse schools or paramedical schools (physiotherapy,
ergotherapy, psychomotricity,...) for 5 months (28 hours per week) every year.

1999-2000 | was a biology teacher at the senior high school of “Bagatelle” in Saint-
Gaudens (Haute-Garonne) (18 hours per week).



2000-2002 | was a teacher in Human biology and physiology in the CPRESS (Institut
Catholique of Toulouse) and in the Centre Pédagogique of Occitanie (Blagnac). |
taught to sections preparing entrance exams for nurse schools or paramedical
schools (22 hours a week).

2002-2004 | was a teacher in biology, health and social culture, for the centre of
Formation Hasadia of Saint-Denis in La Réunion (Fr). This centre is preparing
students to entrance of exams for nurse or pediatric nurse schools.

2004-2005 | did teaching and research at the University of la Réunion as an A.T.E.R
(96 hours of teaching, the rest in a research project).

My teachings were:

- Practical work in vegetal cell biology and histology (first year BSc’s students).

- Practical work in vegetal physiology (BSc and Master’s students)

- Practical work in speciation and adaptation of plants for Master’s students.

- Lectures on comparative embryology between animals and plants for Master’s
students.

Aribaud Marcel,

130, chemin Stéphane

97430 Le Tampon France
marcelaribaud@yahoo.fr
marcel.aribaud@univ-reunion.fr
Phone : (33) 06 92 02 47 41

RESEARCH ACTIVITIES

January to September 1987: Training period on Metabolic Biochemistry in the Xenobiotic
Laboratory of I.N.R.A. (Saint Martin du Touch, Haute Garonne, Fr).

Supervised by the head of the Laboratory, Dr. Bories, | studied the metabolism of a
porcine synthetic hormone: the zearalone. The purpose of this study was to test this
hormone in order to allow its commercialisation. For doing so | used: radioactive labelled
molecules, selective extraction protocols, HPLC and isolated porcine leaver cells.

September 1987 to June 1988: DEA research project (Msc equivalent)

Subject: correlation between resistance proteins (PR proteins), free amines and
conjugates, during plant cell multiplication and differentiation in vitro and in vivo.
This study revealed fluctuations in free amines and conjugates with phenolic acids during the
in vitro morphogenesis. For the first time a correlation was demonstrated between
phenolamide and PR proteins quantities in vitro and in vivo (Aribaud et al 1990).
This study showed that it exists different quantities of free and conjugated amines, and also
PR proteins for the callogenese, caulogenese and rhizogene.

After exogenous introduction of some amines into a tobacco cultivar susceptible to the
Tobacco mosaic virus It was possible to obtain: (1) inhibition of viral multiplication, (2)
synthesis of soluble and water insoluble phenolamides (3) production of PR Proteines, (4)
different morphology for the plants and a very early flowering.



September 1988 to June 1994: My PhD

My PhD was supported by a CIFRE contract between I.N.R.A. and Creéations Challet-
Hérault », an horticulture company based in Maine et Loire, Fr.

During two years of my PhD | got a serious illness which prevented me from working in the
lab.

PhD subject: Metabolism of polyamines (biosynthesis and regulation), during the growth and
development of the chrysanthemum.

The study of free polyamines and conjugates (aliphatic polyamines and aromatic
monoamines), of biosynthesis enzymes (ariginin decarboxylase or ADC and ornithin
decarboxylase ODC), of catabolism enzymes (diamine-oxydase or DAO and polyamine-
oxydase or PAQO), but also transglutaminases were observed during the in vitro
morphogenesis and during some phases of the in vivo floral initiation and development.

In normal or sterile chrysanthemum plants, polyamine conjugates appeared in the
apical bud before the first observable transformation of the meristem into floral structure.
These compounds accumulated during initiation and well before floral evocation. In fertile
plants, spermidine conjugates were predominant during floral initiation whereas in sterile
plants, only putrecine conjugates were detected. In both cases, ornithine decarboxylase
(ODC) regulated putrescine biosynthesis during floral initiation and floral development. The
results suggest that ODC and polyamine conjugates are involved in regulating the floral
initiation of normal and male sterile flowers which can be distinghed by their lack of free
aromatic amines and aromatic amine conjugates. In fertile flowers, diamine oxidase (DAQO)
activity increased concomitantly with ODC during floral initiation and sexual differentiation. In
male sterile flowers, DAO activity did not follow parrallel the increase of ODC activity. Male
sterility could affect both aromatic amine biosynthesis and/ or degradation. The results also
suggest the localisation of aromatic amine conjugates in anthers. DAO could be involved in
the regulation of polyamine concentration and/ or the transport at the cellular or subcellular
level depending on the physiological stage of floral development.

Intracellular levels of free polyamines, polyamine and aromatic amines conjugates
were markedly enhanced when the foliar explants were induced to proliferate and higher
levels of these metabolites were attained in callus cultures than in bud or root cultures. The
formation of buds or roots was accompanied by significant changes in free amines and
conjugates. Increasing levels were found during the first days of culture when cell
multiplication was rapid and intense. Then the levels declinated as the rate of cell division
decreased and differentiation occurred. A rapid and substantial activation of ODC was
observed in young roots and in buds at the emergence of the first leaves. In callus cultures
the conjugated amine accumulation was exponential. The results suggest that, in our callus
system, amine conjugates are not metabolized and do not act as storage forms for
polyamines. DAO (diamine oxidase) and transglutaminases increased concomitantly with
ADC and ODC activities and polyamine content (free and conjugated putrescine). A direct
correlation was observed between the biosynthesis and the oxidation of putrescine which
occurred simultaneously in physiological stages of intense metabolism such as cell division
or organ formation. In callus cultures, DAO activity was blocked throughout the whole period
of development. In this system, DAO did not regulate the cellular levels of polyamines and
especially polyamine conjugates. This suggests that high levels of polyamine conjugates
inhibit cell multiplication and suppress differentiation. In this light, we believe that the study of
polyamine catabolism merits a renewed interest and further experimental effort.

September 1998-September 1999 Collaboration with the Professor Thomas Gaspar,
director of the laboratory of fundamental hormones at the University of Liege (Belgium).
The use of irreversible inhibitors, such as the [1-DL-difluorométhylarginin or the DFMA for the
ADC, the [1-DL-difluorométhylornithin or the DFMO for the ODC, and competitive inhibitors of



amine oxidase, such as the I-hydroxyéthylhydrazine, allowed us to highlight the direct role
of those enzymes in the morphogenesis or callogenesis process. The inhibition of the ADC
and ODC activities on explants grown on a callogenesis media, allow those explants to
produce shoots. Explants cultivated on a media inducing caulogenesis plus a competitive
inhibitor of amine oxidase, produces callus (Aribaud et al 1999). These data confirmed the
importance of the metabolism of free and conjugated amines in the process of cell
differentiation. This study also confirmed the importance of amine oxidases (DAO, PAQ) in
these phenomenon. These data confirm previously obtained results, which showed that there
is a closelink between polyamines and enzymes of their catabolism: the amine oxidases. In
this respect polyamines would be reaction intermediates of a more general metabolic
pathway involved in mechanisms, such as the organogenesis, callogenesis and resistance to
pathogens.

January 2004-Aout 2005 Contract as an assistant lecturer at the University of La
Réunion.
The research was based on the study of amine oxidases, peroxidases and enzymes of the
biosynthesis of phenolic acids (PAL and TAL), plus the evolution of the phenolic acid
contents after plant inoculation with the soilborne pathogenic bacteria: Ralstonia
Solanacearum.
Solanum torvum (wild eggplant) was used as the model plant, due to its resistance level to
Ralstonia solanacearum. In this study, we compared a resistant cultivar from Réunion and a
tolerant Indonesian cultivar to the susceptible related cultivated species. Trials were carried
out both in vivo and in vitro in order to compare inoculation of differentiated tissues (stem) to
inoculation of undifferentiated tissues (callus). This study highlighted the early activation of
amine oxidases in the resistance process (from the plant against the bacteria). The activation
of DAO and PAO were followed by the decrease of the bacterial population. A very important
monoamine oxidase activity was also measured in the plant cell walls.
This activity tested in vitro freed an aldehyde (para-hydroxyphénylacéthaldéhyde) able to link
to a residual lysine, forming a Schiff base. On one hand, bio assays clearly showed that
proteins of different natures are able to form a Schiff base with the residues of the
monoamine oxidase reaction. On the other hand, the monoamine oxidase activity has
whether a bacteriostatic activity, or a bactericide activity. This study will be published during
the year 2005. The study of interaction between products of the reactions of di- and
polyamines oxidase firstly, with bacteria, then and with proteins, is in progress.
This study extends my previous work on the role of amine oxidases. Enzymatic, biochemical,
and chemical data might reveal a complete catabolic pathway with connections with other
metabolic ways, such as the production of metabolic poisons, phenolic acids (C6-C2), or
phenolic acids ester-bound compounds.

PUBLICATIONS
PEER REVIEWED ARTICLES
1994-1 (a). ARIBAUD M., CARRE M. and MARTIN-TANGUY J. (1994). Polyamine
metabolism and in vitro cell multiplication and differentiation in leaf explant. Plant Growth
Reg. 15 : 143-155.
1994-2 (b). ARIBAUD M. and MARTIN-TANGUY J. (1994). Polyamine metabolism, floral
initiation and floral development in Chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium Ramat.).

Plant Growth Reg. 15 : 23-31.

1994-3 (c). ARIBAUD M. and MARTIN-TANGUY J. (1994). Polyamine metabolism, in
normale and sterile Chrysanthemum morifolium. Phytochem Vol. 37, No : 927-932.



1995. ARIBAUD M., CARRE M. and MARTIN-TANGUY J. (1995). Transglutaminase-like
activity in Chrysanthemum leaf explants cultivated in vitro in relation on growth and hormone
treatment. Plant Growth Reg. 16 : 11-17.

1996-1. GASPAR Th., KEVERS CI., HAUSMAN J. Fr., PENEL CI., JOUVE L., MARTIN-
TANGUY J., ARIBAUD M., and GREPPIN H. (1996). Peroxydases an indissociable factor of
auxine and polyamine metabolism in the induction of rooting and flowering. Plant
Peroxydases : Biochemestry and Physiology, C. Obinger, U. Ebermann, C. Penel, H.
Greppin eds. University of Genova, 1996.

1996-2. MARTIN-TANGUY J., ARIBAUD M., GASPAR Th., PENEL C., and GREPPIN H.
(1996). Polyamine metabolism, floral initiation and floral development in chrysanthemum
(Chrysanthemum morifolium Ramat.). Saussurea 27, pp 67-81.

1996-3. MARTIN-TANGUY J., ARIBAUD M., CARRE M., and GASPAR Th. (1996). ODC-
mediated biosynthesis and DAO-mediated catabolism of putrescine involved in rooting of
Chrysanthemum explants in vitro. Plant Physiol Biochem., 35 (8), 595-602.

1999. ARIBAUD M., KEVERS Cl., MARTIN-TANGUY J. and GASPAR Th. (1999). Low
activity of amine-oxydases and accumulation of conjugated polyamines in disfavour of
organogenic programs in Chrysanthemum leaf disc explants. Plant Cell and Organ Culture.
55 : 85-94.

ORAL PRESENTATION

1993. ARIBAUD M., CARRE M. and MARTIN-TANGUY J. Metabolisme des polyamines et
morphogenese in vitro chez le chrysanthéme. Importance des amines oxydases dans la
differenciation organogéne. Le Biopble Végétal, programme 1992-1994, Amiens les 13- 14-
15 décembre 1993. pp 27-32.

CONFERENCE PROCEEDINGS
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Physiology and Interaction, H.E. Flores, R.N. Arteca, J.C. Shannon, eds 1990, American
Society of Plant Physiologists. Pp 373-376.

1992. ARIBAUD M., LECOMTE Ph., MARTIN-TANGUY J. (1992). Etude des polyamines
lors de I'organogenése et de la callogenése in vitro chez le chrysanthéme. GEPOL, Lyon
1992. 12.

1996. GASPAR Th., KEVERS CI., HAUSMAN J. Fr., PENEL ClI., JOUVE L., MARTIN-
TANGUY J., ARIBAUD M., and GREPPIN H. (1996). Peroxydases an indissociable factor of
auxine and polyamine metabolism in the induction of rooting and flowering. Plant
Peroxydases : Biochemestry and Physiology. IV International Symposium June 6-10 1996.
Wien, Austria.

1996. MARTIN-TANGUY J., ARIBAUD M., CARRE M., and GASPAR Th. (1996). Polyamine
metabolism and root formation in leaf explants of Chrysanthemum cultivated in vitro. Second
International Symposium on the Biology of root formation and development. (1996).
Jerusalem, Israél. Jun 23-28.



8.3- Liste des échantillons foliaires récoltés en Colombie a des fins d’analyse virologique

Echantillon

(6]

o0

10
11
15
16
17

18

19

20
21
22
23
24
25
26
27

lieu de préléevement

collection CORPOICA
Armenia
collection CORPOICA
Armenia
collection CORPOICA
Armenia
collection CORPOICA
Armenia
collection CORPOICA
Armenia
Finca la Guaira

Finca la Guaira
Finca la Guaira
Finca la Guaira
Finca la Guaira
Finca la Guaira
Finca Corrazon
Finca Corrazon
Finca Corrazon

Finca Providencia, Buena

Vista

Finca Providencia, Buena

Vista

Finca Providencia, Buena

Vista
Finca ?, Buena Vista
Finca ?, Buena Vista
Finca ?, Buena Vista
Finca ?, Buena Vista
Finca ?, Buena Vista
Finca ?, Buena Vista
Finca ?, Buena Vista

altitude

1310 m

1310m

1310 m

1310 m

1310 m
1250 m

1250 m
1250 m
1250 m
1250 m
1250 m
1350 m
1350
1350

1280

1280

1280
1280
1280
1280
1280
1280
1280
1280

cochenilles

CMV

cerco

oui

ccession/cv

Dominico rojo Il
FHIA 22
FHIA 20
PV0344

FHIA 03
D. Harton

D.Harton
. Harton
. Harton
. Harton
. Harton
Harton
. Harton
. Harton

. Harton
. Harton

Harton
Harton
Harton
Harton
Harton
. Harton
. Harton
. Harton

UUUUUUUU U U UDUUUODUU

génotype

AAB
AAAB
AAAB

AAAB?

AAAB
AAB

AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB

AAB
AAB

AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB

n° photo

78

79

80

81
108, 109
111, 112,

113
114

115

119, 120
121,123

129

130

131

133
134

136



28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43
44

Finca ?, Buena Vista
Finca ?, Buena Vista
Finca ?, Buena Vista
Finca La America
Finca Guadalito
Finca Guadalito
Finca Guadalito
Finca La Guardita
Finca La Guardita
Finca La Guardita
Finca La Guardita
Finca La Guardita
Finca La Guardita
Finca La Guardita

Finca La Guardita
Finca La Guardita
Finca La Guardita

1280
1280
1280
1180
1320
1320
1320
1300
1300
1300
1300
1300
1300
1300

1300
1300
1300

UU0 UUDUDUDUUDUUDO0DU

. Harton
. Harton

Harton
Harton
Harton
Harton
Harton
Harton
Harton
Harton
Harton
Harton
Harton
Harton

. Harton
. Harton
. Harton

AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB
AAB

AAB
AAB
AAB

137

138
147
150
151

152, 153
154, 155
156
157

158
159
160, 161;
162

163



8.4. Liste des échantillons foliaires récoltés en Equateur a des fins d’analyse virologique

Echantillon

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

lieu de préléevement

Finca Bananito, Dole

Finca Bananito, Dole
Naranjo chico, Pueblo viejo
Naranjo chico, Pueblo viejo
Naranjo chico, Pueblo viejo
Naranjo chico, Pueblo viejo
Naranjo chico, Pueblo viejo
Hacienda Bajucal, La Bonita (Noboa)
Hacienda Bajucal, La Bonita (Noboa)
Hacienda Bajucal, La Bonita (Noboa)
Hacienda Bajucal, La Bonita (Noboa)
Hacienda Bajucal, La Bonita (Noboa)
Hacienda Bajucal, La Bonita (Noboa)
Hacienda Bajucal, La Bonita (Noboa)
Hacienda Bajucal, La Bonita (Noboa)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Roqua Santeiro, Valencia (Rios)
Hacienda Juan Pablo, Baba (Rios
Hacienda Juan Pablo, Baba (Rios
Hacienda Juan Pablo, Baba (Rios
Hacienda Juan Pablo, Baba (Rios

—_— — — —

altitude

eNeNeoNeoleoNeolNolNololNolNoNelolNoNolNololNolNolNoloelNolNololNoelNolNolololNolNo)

cochenilles

+ + + 4+ + + + 4+ +++ o+

+ o+ + + + + + ++ o+

+ + +

CMV

cerco

Accession/cv

Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Commelina
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
Cavendish
D. Harton
D. Harton

génotype

AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAB
AAB

n° photo

204
205, 206
207
208, 209
211

212
213

214

223
226



77

78
79

80

Hacienda Juan Pablo, Baba (Rios)

Hacienda Fruta de pan, Naranja
Hacienda Fruta de pan, Naranja

Hacienda Fruta de pan, Naranja

Williams

Cavendish
Cavendish

Cavendish

AAA

AAA
AAA

AAA

229, 230,
232
232, 233
234, 235,
236






