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Résumé du projet de recherche :

Les pertes post-récolte des produits agricoles touchent jusqu’a 50% des stocks dans les pays tropicaux
en voie de développement. Or les traitements chimiques sont souvent trop onéreux pour les paysans
producteurs et présentent des risques pour le consommateur et I’environnement. L’objectif de cette
these est d’évaluer la faisabilité d’une alternative biologique a la conservation post-récolte de fruits
tropicaux. Elle se propose d’exploiter les propriétés toxiques, antimicrobiennes et antifongiques des

huiles essentielles souvent disponibles sur place.

Ce travail précurseur portera sur trois pathogénes : les mouches des fruits (Bactrocera), I’anthracnose
(Colletotrichum) et la fusariose (maladie de la tache noire) associés a trois fruits communs a
Madagascar a La Réunion : mangue, banane, et ananas. Des résultats préliminaires ont orienté notre
choix sur les différentes huiles essentielles (chémotypes) produites par deux arbres présents a

Madagascar : R. aromatica et E. caryophyllata (le giroflier).

Les agents pathogénes seront isolés a partir de fruits collectées dans divers contextes écologiques
différents : la Cote Est et les Hauts Plateaux pour Madagascar, les Hauts et les Bas a La Réunion. La
composition des huiles essentielles sera déterminée. La toxicité de chacune sera mesurée in vitro sur
les différents pathogénes. L’effet des huiles les plus performantes sera ensuite évaluée sur des fruits
en conservation, en conditions réelles et les molécules (ou groupes de molécules) actives seront

identifiées. Les modalités d’applications les plus appropriées seront alors recherchées.

Dans le cadre de cette thése, cette demande de financement servira a établir les collections malgaches
d’agents infectieux et d’huiles essentielles, ainsi qu’a réaliser les premiers tests de toxicité. Les
dépenses seront notamment liées a des colts de mission de terrain, des frais d’analyse des huiles, a la
mise en culture des pathogénes, et aux premiers tests de toxicité. L’ensemble de ces actions seront

réalisée a Madagascar.

Mots clés : girofle, ravensare, huile essentielle, Colletotrichum, Fusarium, Bactrocera
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Lettre de motivation

Andrianjafinandrasana Soloniony Mavalonamanitra
Département de biologie et écologie v égetales
Facultés desSciences
Université d Antananaiv o
BF 20&
0337115808
ritinaval@y ahoofr
Antananarivo, e 13 Avril 2013

Ohjet: candidature & I'appel d'offre pour Fallocation derecherche PARRUR
Mesdames, Messieurs,

L'appel & candidature pour 'allocation de recherche PARRUR a retenu mon attention, aussi,
j& vous soumets mon dosder de candidature Je suis ure étudiante magache, inscrite en premigre
année de thése a I'Université dAnrtananarive (Faculé des Sciences), encadrée par Madame le
Professeur Isabelle Ratsimida-Ramonta

Lz théme de ma recherche a pour objet de rechercher des méthodes de lutte biologique
contre les ravageurs des fruits tropicaws par la maitise de propriétés allél-:-pathiques des huiles
essertielles L'irtitulé de ma thése est: ¢ Evolualion oes ---’-:‘E‘--:‘-G--;E‘E d'utilisation des huiles
essentielles de R, aromaotica et de girofle contre quelques path ogenes et ravageurs post
recolte des fruits tropicaux (mangue, ananas, banane) ».

Ce travail est réalisé dans le cadre du DP Foréts et Biodiversité qui associe I'Université
d'Antananarivo, le FOFIFA et le CIRAD. 1l sera co-encadré par des chercheurs malgaches et frangais
ien particulier des chercheurs du Cirad La Réunion qui ont des compétences fortes dans le domaine
de la conseryation desfruits).

Ce travail, bénéficie d'un soutien financier dans le cadre d'un projet européen pour sEsuUrer
les actions de recherches en milieu contrélé qui seromt réalisées pour partie & Madagascar &t pour
partie & La Réunion  Mais le budget alloué ne prend pas en compte la premiére phase de ma
recherche qui condste a rassembler I'ensemble des échantillons nécessaires (collecte et
caractérisation des huiles essentielles, collecte et isolement des souches fongiques ou bactérisnnes)
et les premiers tests de toxicité Ce sont ces travaw de collectes et d'analyses que je souhaiterais
(@vec I'accord de mes encadrants) faire financer dansle cadre de cet appel & proposition

Par ailleurs, les financements  demandés ssrviront notamment & des déplacements locaux
pour effectusr des collectes d'échantillons, & la réalisation d'analyses des huiles essentielles
collectes, de mise en culture et d'isolement des souches de pathogénes, des premisrs tests de
towicitd, travaws qui seront réalisés dans différents laborstoires de I'Université d & ntananarivo.

En espérant que ma candidature retiendravotre attention, je reste & votre disposition pour
un entretien de motivation

Dans I'attente d'une suite favorable de votre part, je vous prie d'agréer, Mesdames et
Messieurs, I'expresdon de mes salutations distinguées

S . LLMJ?L&

AMDEIAMIAFIMAMDRASAMNA Saloniony Mavdonamanitra
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PLBLICATION:

Andrianjafinandrasana, SM.; Andrianoslisoa, H5; leanson, M.L; Ratsimiala Ramornta | and P
Canthu, 2003, Allelopathic effects of volatile compounds of essential ol from Azveassrgy gromatics
Sonnerat chemotypes. Allsicpathy Journad (IF 0.846), 312} - 333-344.

FORMATIONS
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le déclare sur I"henneur gue les renseignements ci-deécrits sont sinceres et exacts,
L I i bt

AMDRIAMIAFINANDRASANA Soloniony Navalonamanitra
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ATTESTATION D'INSCRIPTION

Le Doven de la Facult¢ des Sciences de |'Université d” Antananarivo atteste par la présente que -

Madame ANDRIANJAFINANDRASANA Solon”ony Nevalonamanitra
Née le 06 avril 1980 i Befelatanana

est inserite comme étudiante préparant une THESE de DOCTORAT en SCIENCES DE LA
VIE: Specialite ; Physiologie Végétale, depuis 1"année universitaire 2012-2013.

Cette inscription est valable durant les années de préparation de [a thése, mais une deuxiéme

imscription est obligaloire au début de I'année de soutenance,

Cette attestation lui est délivrée pour servir el valeir ce que de droit.

Fait & Antananarivo, le 27 décembre 2012,
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Andrianjafinandrasana Soloniony Mavalonamanitra
Cépartement de biologie et écologie vegét ales
Facult és des Sciences

Uriversité d'Ant ananarivo
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101 Antananarivo

M adagascar

0337115808

titinaval@yahoo fr

Ohjet : lettre d'engagem ent pour "allocation de recherche PARRUR 2013

Mesdames, Messieurs,

|le soussignée, AMDRIAM]AFINAMDRASANA Soloniony Mavalonamanitra, inscrite en
thése & ['Université d’Antananarivo, m engage i

=  p'utiliser lallocation de recherche gque pourrait m'attribuer le projet PARRUR
exclusivement pour mes travaux derecherche

o Justifier 'ensemble des dépenses & 'issue du projet ;

o Adresser au financeur un rappor interm édiaire o activité, B mois aprés le versement
de l"allocation ;

s Adresser ad financeur un rapport final o activité & issue de la convention ;

s  Présenter au financeur un article sdentifique form até pour la revue scientifigue Plant

Disease (IF - 24);

s |nformer e financeur par courriel de tout changetn ent intervenant dans mon projet
de thése ;

* Présenter e résultat de mon travail lors du regroupement de tous les étudiants
financés par ce pragramme ;

= Faire apparaitre les soutiens financiers dans mes publications scientifiques et
com munications ;

= Faire apparaitre les logos des financeurs dans les com munications affichées.

Fait & Antananativa le 23 avril 2013

I e ."‘{A- -
A S it

AMDRIANJAFINANDRAZARNA Soloniony Mavalonamanitra



Attestation d’approbation

Prof RATSIMIALA RAMONTA |sabelle
Département de biologie et écologie végétales
Facultés des Sciences

Université d” Antananarivo

BP 906

101 Antananarivo

0340432069

ramonta@moov.mag

A Monsieur le Chef du Projet
PARRUR

Objet : attestation d'approbation de candidature
pour 'allocation de recherche PARRUR 2013

le soussignée, RATSIMIALA RAMONTA lsabelle, Professeur titulaire a
I'Universite d'Antananarivo, atteste approuver totalement la candidature de
I'etudiante en thése ANDRIAJAFINANDRASANA Soloniony Mavalonamanitra dont je
suis le directeur de thése, a l'allocation de recherche que vous proposez cette
annee, le sujet étant «Evaluation des potentialites d'utilisation des  huiles
essentielles de R. aromatica et de girofle contre quelques pathogénes et ravageurs

post récolte des fruits tropicaux (mangue, ananas, banane) »

Je vous prie de croire, Monsieur, a I'assurance de mes salutations distinguées,

Fait a Antananarivo le 18 Avril 2013, pour servir et valoir ce que de droit.

gt

RATSIMIALA RAMONTA lsabelle



Projet

1. SUJET DE THESE

Les pertes post-récolte en produits agricoles touchent entre 5 et 25% des stocks dans les pays
développés et peuvent atteindre preés de 50% dans les pays en voie de développement. Les moyens de
lutte pour limiter ce probléme sont surtout de nature chimique. Or cette protection présente de
nombreux défauts : elle est souvent au dessus des moyens financiers des paysans producteurs des
pays pauvres, elle présente des risques sanitaires pour le consommateur pas toujours bien évalués, et
est souvent dommageable pour I’environnement (1-3). Une solution possible pourrait étre le recours a
des méthodes de luttes biologiques qui combinent bénéfice agricole, services environnementaux et
mise en valeur de la biodiversité (4). Dans ce contexte, I'utilisation des huiles essentielles (HE) dont les
propriétés antimicrobiennes sont bien connues (5) peuvent apparaitre comme une solution conciliant
efficacité de la préservation, santé des consommateurs, respect de I’environnement et valorisation des

produits de biodiversité (6,7).

Ce sont les bases scientifiques de cette approche que nous nous proposons de mettre en place
dans un contexte tropical. En effet, la commercialisation a I’échelle locale, au bénéfice des populations
pauvres ou a I’échelle internationale pour une consommation dans les pays riches, de nombreux fruits
tropicaux est limitée par les possibilités de conservation des fruits pendant le stockage, d’autant qu'’ils

proviennent souvent de zones chaudes et humides qui favorisent la prolifération microbienne (8).

Le projet de thése concernera donc la région indianocéanienne, en particulier Madagascar et La
Réunion. Les fruits retenus seront la mangue, la banane (qui sont deux fruits climactériques) et
I'ananas (non climactérique). Les maladies cibles sont I'anthracnose, la fusariose et les mouches des
fruits. Les huiles essentielles candidates ont été sélectionnées aprés un premier screening. Il s’agit des
diverses variétés d’huiles essentielles (chémotypes) issues de la distillation des feuilles de Ravensara

aromatica (arbres endémiques des foréts sempervirentes malgaches) et du girofle (9-11).

L’intitulé de projet de thése sera donc le suivant « Evaluation des potentialités d’utilisation des
huiles essentielles de R. aromatica et de girofle contre quelques pathogénes et ravageurs post-

récoltes des fruits tropicaux (mangue, ananas, banane) ».

Les questionnements auxquels nous tenterons de répondre dans cette thése seront donc:

1. Quels sont les principaux pathogénes post-récoltes des fruits et quelle est leur diversité a
Madagascar (en ciblant deux contextes écologiques différents : les cotes Est et les hautes
terres) ?

2. Quelles sont les HE de ces deux espéces? quelle est leur composition ? quelles sont les
déterminants de leur variation ?

3. Quelles sont les actions des HE sur les pathogénes en milieu controlés ?

4. Quelles sont les actions des HE sur les pathogénes en condition réelle, quelle est la mode
d’application la plus performante ? quels effets sur les fruits ?

5. Quelles molécules ou groupes de molécules sont actives ?

Les retombés écologiques et économiques de cette étude pour Madagascar pourraient étre par
conséquents énormes vu que les essences que nous cherchons a valoriser sont malgaches et que la

valorisation se fera en partie par rapport a des produits de consommation et d’exportation malgaches
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et la technologie qui devrait en ressortir sera directement exploitable par les acteurs de la filiére

agricole et commerciale malgache car ce travail se fait en partenariat avec le CTHT.

Matériels & Méthodes

La mise en ceuvre du projet de recherche comporte 5 étapes a réaliser selon le chronogramme

présenté en page 11 :

1. Mise au point d’une collection de tous les types d’HE des deux espéeces cibles et des
pathogénes responsables de principales maladies post-récolte des bananes, mangues et

ananas malgaches et réunionnais.

2. L’évaluation de la toxicité in vitro de toutes les HE des deux espéces vis-a-vis des pathogénes
de la collection ainsi mise au point. Il s’agit d’'un premier screening en fonction de I'inhibition

de la croissance radiale des souches fongiques et de I’éclosion des ceufs en larves observées.

3. L’établissement des mécanismes d’action des HE les plus performantes (ayant montrés une
inhibition >75% dans I’étape précédent). Il s’agit déduire la comparaison des concentrations
minimales toxiques avec celles de leurs composants majeurs, si les propriétés ainsi observées
sont spécifiques des HE testées ou si elles peuvent étre appliquées a d’autres HE (aux

composants analogues).

4. La mise au point d’un traitement post-récolte des maladies identifiées dans I'étape 1 (@ partir
des doses minimales toxiques précédemment déterminées. Leur efficacité sera évaluée sur les

fruits par le développement ou non de symptdmes indiquant ces maladies.

5. Elargissement de la technologie ainsi mise aux points a d’autres produits. Il s’agit de produits
artisanaux ayant requis moins de transformation que les HE (et donc plus accessibles aux
producteurs malgaches), tels les feuilles fraiches ou méme les sous produits de I'extraction

telles les eaux florales.

Résultats attendus

1. L’étape 1 de I'approche méthodologique devrait permettre d’isoler les souches malgaches et
réunionnaises de I'anthracnose, de la fusariose et des mouches des trois fruits choisis
(mangues, ananas, bananes). Il va aussi permettre de constituer un stock suffisant de ces

pathogénes et des HE des deux espéces pour la mise au point du produit biologique.

2. De I'étape 2 devrait sortir les meilleures affinités HE/Pathogéne pour la suite de I’étude. En
effet, en fonction de leur effet inhibiteur sur la croissance microbienne et sur I’éclosion des
ceufs, seules les HE qui entrainent une inhibition supérieure a 75% seront conservées pour

I’étape 3.
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La cellule en jaune indique I'état d'avancement de la thése actuellement, celles en vert sont les activités

prévus pour le financement demandé a PARRLUR,
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L’étape 3 servira a établir (i) les doses minimales (d’HE) nécessaires pour inhiber in vitro la
croissance radiale des pathogénes fongiques et I’éclosion des ceufs en larves; (ii) les
différences entres la toxicité des HE et celle de leurs composants (majeurs et mineurs). Si ces
doses sont comparables pour les HE et leurs composants, le type chimique des HE ne seront
pas un facteur limitant dans la valorisation des HE malgaches contres les maladies post-

récoltes des fruits.

L’étape 4 de [I'approche méthodologique servira a adapter les doses précédemment
déterminées en formulations antifongiques et insecticides a partir d’HE de girofle, de R.
aromatica et d’autres HE aux compositions analogues (ou méme des mélanges d’HE). Ces
formulations seront utilisées en traitement post-récolte sur les fruits pour prévenir les

maladies dues aux pathogeénes choisis.

La derniére étape permettrait de déterminer le mode d’application approprié des HE pour une

protection maximale des fruits durant leur transport ou en attendant leur consommation.

2. RECHERCHE -ACTION

Nature et description des travaux engagés dans le cadre de ce financement

Dans le grand cadre de cette thése, les points proposés au soutien PARRUR sont :

1.

2.

La mise au point d’une collection de tous les types d’HE des deux espéces cibles, la
composition de ces HE seront ensuite confirmés par GC a I'[MRA pour R. aromatica et au CTHT

pour le girofle :

® A ce stade, I'HE de R. aromatica existe sous forme de 5 chémotypes, dont le type
Methyl chavicol, le type Methyl eugénol, le type Sabinéne, le type Limonene et le type
o-Terpinéne. Dans la mesure ou ce dernier est totalement indisponible, nous le

remplacerons par un nouveau chémotype a mélange terpénique.

® Le terme chémotype ne peut étre appligué aux HE de girofle mais comme la
composition de son HE varie en fonction de I’organe-source (les clous, les griffes et les
feuilles dont la composition varie grandement en fonction de I'age), 5 types d’HE est
aussi a collecter, i.e. HE de clou, HE de griffes, HE de jeune feuilles et HE de feuilles

matures.

L’isolation des souches pathogénes a partir des fruits malgaches et réunionnais, qu’ils
s’agissent de champignons ou de mouches parasites, ainsi que leur multiplication et
conservation dans une collection :

® Nous focaliserons surtout sur I'anthracnose des mangues, des bananes, les taches
noires de I'ananas et les mouches des fruits (les mangues en I'occurrence) dont les
responsables sont respectivement Colletotrichum musae, C. gloeosporioides,

Fusarium ananatum, F. guttiforme et Bactrocera zonata.
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® [’échantillonnage couvrira une aire de répartition sur les cétes et une autre sur les
hautes terres. En effet, les souches de pathogénes responsables de ces trois maladies
post-récolte pourraient varier selon que les fruits sont stockés sur I'une ou l'autre de

ces deux zones écologiques totalement différentes.

® Les souches pathogeénes seront isolées a partir de fruits infectées, puis purifiées avec
I'aide d’une antibiotique (le chloramphénicol) et enfin conservées par repiquages
successifs sur des milieux solides jusqu’a utilisation afin d’assurer la vigueur de
chaque colonie. Nous aurons recours a la méthode de culture sur milieu solide

(gélose).

3. Screening des pathogénes et des HE : le but étant d’identifier les HE les plus performantes ie

celles dotée d’une toxicité a larges spectres vis-a-vis de nos pathogénes

® Ainsi les souches malgaches de Colletotrichum musae, C. gloeosporioides, Fusarium
ananatum, F. guttiforme et Bactrocera zonata seront mises en culture ou conservées
dans une atmosphére confinée et chargée avec toutes nos HE. Les HE qui causeront
une inhibition de la croissance radiale des champignons et une inhibition de

I’éclosion des oceufs en larves >75% seront retenus.

Résultats attendus et calendrier prévisionnel

Ces travaux devraient permettre d’avoir a disposition:

- un stock suffisant (500ml par type) de chaque type d’HE dont la composition sera connu
- une collection des pathogénes (champignon ou mouche parasites) post-récolte infectant les
mangues, ananas et banane malgaches.
Elle va aussi permettre d’orienter le choix des HE et pathogénes a tester pour les investigations plus
poussées nécessaires a la mise au point du « traitement post-récolte a larges spectre d’utilisation »

recherché par ce projet de thése.

Notre projet de thése s’intéegre parfaitement dans le cadre du concept « développement durable
combiné a la valorisation de la biodiversité présente a Madagascar », elle est entreprise par des
spécialistes couvrant tous les aspects de la question « valorisation des HE dans le traitement post-
récolte des maladies des fruits tropicaux » (cf. publication de I’équipe encadrante et du doctorant de
2009-2013 ainsi que la composition du comité de thése : p. 2,3). Elle devrait avoir un impact notable
dans la vie économique des paysans malgache mais aussi du pays, due a sa portée économique mais

aussi a son applicabilité immédiate.

Par ailleurs, notre programme d’utilisation des fonds alloué par PARRUR entre aussi parfaitement dans
I’axe recherché par I'appel d’offre. Les activités prévues se feront strictement a Madagascar. Elle

passera par une collaboration avec des institutions malgaches et sont réalisable pendant un an.
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Nous demandons une somme de 3870000 Ariary que nous projetons d’utiliser selon le programme de

dépense suivant :

Budget de dépenses pour PARRUR 2013 (ANDRIANJAFINANDRASANA Soloniony Navalonamanitra)

Intitulé Prix (Ariary) Date Prévue
Consommables 100000
Matériels Produits et milieux de Jan-Juin 2013
culture 400000
Verreries 60000
Collecte des fruits
infectés (sur les coOtes et .
Mai- Sept 2013
les hautes terres
malgaches)
Collection de 1300000
pathogeénes et de Extraction et mise en
parasites culture des souches Juin 2013- Mars 2014
fongiques
1000000
Extraction et
multiplication des Nov. 2013- Mars 2014
mouches des mangues
Ravensara aromatica 550000
Collecte d'HE - Jan-Aout 2013
Eugenia caryophylla 80000
Ravensara aromatica 200000
Analyse des HE - Juin- Aout 2013
Eugenia caryophylla 80000
Screening des HE et Mesure de la toxicité
g . des HE vis-a-vis des Déc. 2013-Juin 2014
des pathogéenes .
pathogénes 100000

Total (Ariary)

3870000

Il s’agit surtout de dépenses liées a:

« des missions sur terrains pour la collecte d’HE et de fruits infectés, plus précisément, des frais

de collecte, frais de déplacement, per diem, frais de conservation des échantillons.

« des analyses en laboratoires (composition des HE puis

isolation, mises en culture et

identification des pathogénes et les premiers tests de toxicité) a savoir, des frais de paillasses,

colts d’analyse des HE, achats de produits, verreries, milieux de cultures et consommables.




10.

11.
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