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Rapport scientifique

Introduction

Les pertes post-récolte en produits agricoles touchent 15% de la production en fruits dans le monde
dont 5-10% en Afrique et en Amérique, 20-30% en Asie notamment les pays industrialisés, 10-20% en
Europe (chiffres de la FAO, 2012). Les moyens de lutte sont surtout de nature chimique ( dont
I'amphotericine B, la nystatine, la natamicine) et présentent des inconvénients financiers (notamment
pour les paysans producteurs des pays pauvres) ainsi que des risques sanitaires et environnementaux
(1-3).

La prolifération microbienne est favorisée dans les pays chauds et humides (4) et nuit a la

conservation des fruits pendant le stockage et constitue une limite a leur commercialisation .

Notre recherche se propose de mettre au point les bases scientifique d'une méthode alternative de
traitement post-récolte transférable chez les agriculteurs et les commercants malgaches ( commerce
locale au bénéfice des populations pauvres ou commerce internationale pour une consommation dans
les pays riches) pour améliorer la conservation des fruits tropicaux. La methode reposera sur les
propriétés toxiques des huiles essentielles ou HE (5), combinerait effacité de preservation, bénéfice
agricole, services environnementaux, respect de I'environnement, santé des consommateurs et mise en
valeur des produits de la biodiversité (6,7,8). L'étude portera sur la conservation post-récolte de 3 fruits
(la banane, la mangue et la papaye) et sera basé sur deux HE malgaches reconnus pour leur propriétés
biologiques et dont la composition chimique a été établie : Ravensara aromatica Sonnerat (9-11) et

Eugenia caryophylla ou le girofle (12-13).

Dans le cadre de cette thése, intitulé « Evaluation des potentialités fongitoxiques des huiles
essentielles de Ravensara aromatica et de girofle en traitement apres récolte des fruits tropicaux
(mangue, papaye, banane) », le projet PARRUR a mis a notre disposition Ar 3 870 000 pour soutenir la
premiere étape : la partie mise au point d'une collection de pathogéne et d’HE.



Matériels et Methode

Collecte des pathogénes

Des échantillons de fruits atteints de maladies post-récoltes dans 8 régions de Madagascar ont été
collectés.

Nous sommes descendues nous-méme sur le terrain pour collecter ces échantillons a Antsiranana
(début Décembre 2013) , Mahajanga (mi- Décembre 2013), Analavory et Tsiroanomandidy (Fin
Décembre 2013) et Toamasina (mi-Janvier 2014). Par contre, les échantillons de Tuléar (Mi-novembre
2013), de Manakara et de Mananjary (juillet 2013) ont été ramenés par des convoyeurs.

Le nombre d’échantillons collectées est établi sur place en fonction de la filiere. Un échantillonage a été
fait au pied du fruitier et a différentes étapes de la filiére commerciale.

Extraction, isolement et purification des souches

Les souches fongiques présentes sur ces fruits ont été extraites immédiatement une fois dans nos
laboratoires a Tananarive.

Pour ce faire, nous nous sommes inspirés de la methode de Abou-Zeid et al., 2008 (14).

Environ 4m2de peaux atteints de maladies post-récoltes est incubé a 28°C sur un milieu de culture
fongique ajouté d’antibiotique, le gelose Sabouraud Chloremphénicol.

Les champigons qui ont poussés sont ensuite repiqués succéssiment sur un milieu sans supplément, le
Potato Dextrose Agar, jusqu’a isolement total de chaques souches. Cela peut prendre une semaine a
quelques mois.

Les souches étant isolés pouvant encore étres sceurs ou cousines, une purification est necessaire.
Cette étape consiste a isoler une spore unique que I'on cultivera et conservera par la suite a -80°C
dans du glycérol 20%. C'est la méthode des monospores (15). Elle permet d’avoir une souche pure et
stable que I'on peut étudier et tester par la suite.

Collecte et analyse des HE

Nous avons commence la collecte des huiles essentielles de R. aromatica. Actuellemment, les
I'exploitation de la filiere HE de R. aromatica se fait pas des organisation paysannes locale appellées
Vondron'Olona Ifotony. Les huiles essentielles ont été commandées puis achetées auprées de ces
sturctures qui établissent déja primairement leur compositionn.

Cette analyse primaire a été effectuée auprés de I'IMRA par Chromatographie en Phase Gaseuse ou
CPG. L'utilisation de cette methode pour I'analyse des HE de R. aromatica a déja été rapportée par
Andrianoelisoa en 2006 et 2010 (9-10).



Résultats et Interpretations

Collection d’'HE

Des volumes différentes de 5 types d’HE de R. aromatica ont été collectées. La quantité maximale
de 500 ml n'a pas pu étre atteinte faute de disponibilité suffisante en feuilles. La composition
majeure de ces HE sont presentée dans le tableau 1 et elle indique qu’on est en présence de 4
types d’'HE : le chemotype limonéne, le chemotype sabinéne et le chemotype methyl chavicol. La
derniére huile n’a pas fait 'objet d’analyse mais les feuilles utilisées pour son extraction proviennent
d’arbres déja repertoriés et dont 'HE a déja fait I'objet d'analyse. On a donc des raisons de penser
que c’est une HE de type a methyl chavicol.

Tableau 1 : Etats des lieux de la collection d’HE

Chémotype Composition majeure Quantité
(ml)
Limonéne (L) Lim 40, ME 26.7, Linalol 8.4, 250
Methyl Eugenol (ME) ME 71.1 240
ME 72.8 160
Sabinéne (S) S 34, ME 13.7 160
S29, ME 12.3 90
Methyl Chavicol (MC) 600

Collection de pathogeéne

A ce stade de notre recherche, on constate deux sources de variabilité en terme de souches
fongiques recontrées apres recolte (cf tableau 2):

¢ Une variation en fonction du fruit source : les souches prelevées a partir des bananes est
nettement montre une plus grande variabilité par rapport aux papayes et mangues
malgaches. En effet, le nombre de type de souches fongiques isolées a partir des
échantillons malades de bananes est trés élevé par rapport au nombres de souches
fongiques isolées a partir des échantillons de mangue ou de papaye collectées.

¢ Une variation en fonction de la zone de collecte : quelques soit le fruit source, le nombre
de types de souches prelevées a partir des échantillons provennant de tamatave est plus
elevée par rapport aux autres régions que nous avons choisis.



Tableau 2: Etats des lieux pour la mise au point d’une collection de pathogene malgaches

Zones de collecte

Cotes Est

Mananjary

Manakara

banane

Echantillons
collectées

G

Souches I
Isolées

44

Souches
purifiées et
Cconsernvées

19

papaye

Echantillons
collectées

Souches
Isolées

Souches
purifiées et
Cconsernvées

mangues

Echantillons
collectées

Souches
Isolées

Souches
purifiées et
Cconsernvées

Totaux

Sous-total
échantillons
collectées

Diego

Majunga

2

B

11

14

Hautes terres

Arivonimanmo

Analavory

a

Sous-total
9

30

12

36

20

35

20

77

Sous-total
souches
isolées

=] 117

11

21

233

Sous-total
souches
purifiées

19

19

125




Difficultés recontrées

D'énormes problemes de contamination nous ont freiné dans notre étude. Il s’agit de souches
inconnues fortement résistantes. Il nous faut constamment renouveler notre techinique de stérilisation
de la culture car ces souches envahissantes s'adaptent tres vite a nos moyens de lutte. . Elles
continuent de ce fait a nous retarder dans I'avancement de nos travaux. Toutes fois, nous escomptons
terminer la mise au point de toutes les collections (HE et pathogénes) avant notre séjour a La Réunion
(a partir du 14 Septembre 2014).

Conclusion et perspectives

Ainsi, nous pouvons dire en premier lieu que la composition majeure des Huiles essentielles que nous
avons collectées sont en concordance avec la classification proposé par Andrianoelisoa et al., en 2006,
2010 et 2012 (9-11) pour la définition en chemotype. Il est important de marquer que de plus amples
analyse pour confirmer et préciser cette composition est prévue prochainnement par GC-MS (
chromatographie en phase gaseuse couplé a une spectrométrie de masse). Cela entre dans le cadre
d’une mobilité que nous prévoyons pour septembre cette année a la Réunion.

En deuxiéme lieu, il ressort de nos résulats actuel que les bananes offrent de conditions plus propices
au developpement de flore fongique que les deux autres fruits que nous investiguons. Pourtant, ces
trois fruits ont tous des tenneurs elevées en eau, sucres. La différence se situe probablement dans la
résistance intrinséques de chaque fruit au developpement fongique en son sein ou a sa surface (16-18).

On peut avancer I'hypothése que les zones du cbtes Est, du fait du fort taux d’humidité et de la forte
tempérenture rencontrés dans cette zone (19-20), remplissent plus fortement que le sud ou l'ouest les
conditions optimales de developpement des souches fongiques.

A ce stade, nous ne sommes pas encore en mesure d’établir 'identité de nos souches, ni de définir
quelle souche est a I'orgine des maladies post-récoltes entrainnant la pourriture acceleré des fruits.

La détermination de l'identité de chaque souche de notre collection par les methodes de la biologie
moléculaires est aussi programmé dans le cadre de la mobilité a La Réunion. Nous nous proposons
aussi d'y tester l'aptitude de nos huiles essentielles a étre toxiques pour chaque souche pathogéne de
notre collection ainsi que leur infection et leur developpement sur nos fruits.
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