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Résumé

Résumé

La banane représente une grande part des produ@mmcoles des
pays tropicaux. Dans le contexte évolutif de laledgntation sur
I'utilisation des produits phytosanitaires et ddasperspective de
développer des systéemes de culture durables, bri@mle concevoir
de nouvelles stratégies pour lutter contre les dieda Le silicium (Si)
se révele avoir un effet positif sur la résistar® plantes aux
maladies. Le bananier étant une plante accumwdatdic Si, la
question de l'effet protecteur du silicium sur eetiulture méritait

d’étre posée.

L’objectif principal de cette these a été d’évalaefaccumulation de
Si chez le bananier Musa acuminata cv. Grande Naine)
s’accompagnait d'une meilleure résistance aux sthéstiques. Des
essais en conditions controlées dans des systesnesltdre distincts
ont été mis en place, afin de comparer la dynamilguerogression du
pathogene racinair€ylindrocladium spathiphylliet du pathogéne
foliaire Mycosphaerella fijiensiselon le niveau d’amendement en Si.
L’apport du Si sous forme d’acide silicique (1,2 &nM) a permis une
accumulation en Si dans les feuilles de bananggyid des teneurs de
1% a 3% du poids sec et a entrainé la réductiordégats causés par
C. spathiphyllideux semaines aprés inoculation. Il a égalementipe
d’augmenter le poids sec des racines saines deteplmoculées. Une
réduction de l'infection des feuilles pMt. fijiensis et un retard du

développement de la maladie associés a I'accurnnlag Si dans les
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feuilles ont aussi été observés. Ces résultatdaiéné l'intérét tout
particulier que peut représenter le Si dans laigeshtégrée des

systemes de production du bananier.

La compréhension du mode d’action du Si dans léstegxe du
bananier aux stress biotiques a été abordée aardrale I'analyse
biochimique d’extraits de feuilles inoculées pdr fijiensis. Une
augmentation de la teneur en polyphénols totauxdeetl'activité
antioxydante en présence de silicium suggére gsi@eex éléments,

tres souvent associés, pourraient expliquer I'gffetecteur du Si.

Dans la perspective d'un enrichissement du sol éniusn en

systémes de culture, I'apport du silicate de catcgpus forme de
wollastonite a été testé en conditions contrbléesus mélange de
sable et de tourbe. Ce type d’apport s’est révefstgduer une source
de Si disponible a la plante puisqu’'une augmeniadi® la teneur en
Si dans les feuilles sur un substrat amendé a é&serece.

Xi



Résumé

Ce travail démontre un effet protecteur du Si awabgr par rapport a
des pathologies fongiques et révele que I'accunauladu Si et des

composeés phénoliques dans les tissus peuventn@lgués dans ce
phénomene. En révélant une source de Si potentigfieutilisable en

conditions naturelles, il ouvre de nouvelles pectpes en matiére de
lutte contre la cercosporiose noire du bananies des systemes de
production intégree.

Xii
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Le silicium (Si) (31%) représente, apres I'oxygéh@o), I'élément le
plus abondant en masse de la lithosphere (Jetnak 1967 ; Epstein
1999). Sa concentration dans les tissus veégétaux sesvent
supérieure a celle de l'azote et du potassium Eipst999). Il est
absorbé par les plantes sous forme d’acide moaoiggi® non chargé
(H4SiOy), présent dans la phase aqueuse du sol. Il trashsiteacines
au feuillage par I'apoplasme suivant le flux densiration, pour
polymériser essentiellement sous forme de phy®li{§iG.nH,0)
dans les espaces extracellulaires et dans ledeseipidermiques des
feuilles (Jones and Handreck 1967).

Elément peu réactif et non toxique, le silicium andtemps été
considéré comme n'ayant aucune influence spécifmuessentielle
sur les fonctions métaboliques des étres vivarasvéF1997). Seuls
deux groupes de plantes sont connus pour avoiresni absolu et
quantitatif en Si: les diatomées et autres algajgsartenant aux
Chrystophyceaet les plantes terrestres appartenantEBguxisitaceae
(Epstein 1999). Le Si n'est pas considéré commélément essentiel
pour les plantes supérieures (Epstein 1999). @etbwt fait toutefois
I'objet d’un débat scientifique (Epstein 1999), talimentation en Si
génere des effets positifs sur la croissance, heement et les
propriétés mécaniques de nombreuses plantes telese riz, le blé,
I'orge et le concombre (Ma et al. 2001 ; Ma anddfashi 2002). De

nombreuses études ont montré que le Si améliorésiatance des
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plantes aux stress abiotiques et biotiques. Lessstrabiotiques
comprennent les stress liés aux conditions climasgcomme le gel,
les problemes de verse, la transpiration cuticelainais aussi les
stress minéraux tels que les toxicités métalliquestress salin. Au
niveau des stress biotiques plusieurs études ontrénbeffet positif
du Si sur la résistance des plantes a des malddegiques
importantes telles que par exemple la pyriculariseiz (Rodrigues
et al. 2003) ou l'oidium chez le concombre et lé (Menzies et al.
19914a; Liang et al. 2005).

Bien que le silicium ait la capacité de diminuersiasceptibilité des
plantes a différents agents pathogénes, les mésasid’action sont
peu connus. Le role de barriere mécanique a latadiod des agents
pathogenes a été la premiere hypothese (Kim 082). D’autres
études suggerent que le Si agisse sous forme salabime activateur
des réactions de défense de la plante, incluansyl@hése de
phytoalexines (Fawe et al. 2001).

Les effets bénéfiques du Si sont plus marqués esrplantes qui
accumulent activement le silicium telles que lesnoumtylédones
dont le riz (Ma et al. 2001).

Comme de nombreuses monocotylédones, le banatieneglante
accumulatrice de silicium. Cette espece joue ua irdportant dans le
monde, particulierement dans les pays en voie delaigpement. La

banane constitue un aliment de base et une sdarcevenus critique
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pour quelque 400 millions dhabitants a travers mheonde
(N’'Dabalishye 1995 ; Abadie et al. 2001). Dansgags tropicaux, et
surtout en Afrique occidentale, la banane et laabanplantain
occupent une place prépondérante dans I'alimentdis populations.
Les maladies et ravageurs demeurent les princifgateurs limitant
la production de banane a travers le monde (Thud€$8). Les
maladies foliaires dues auMycosphaerellaconstituent le groupe de
pathologies causant les dégats les plus importdr@s les bananiers
(Ploetz et al. 2003).Mycosphaerella fijiensis Morelet, agent
responsable de la maladie des raies noires, eshmracpour étre
I'espece la plus agressive au sein du géfyeosphaerellaassocié au
bananier (Churchill 2011).M. fijiensis est un champignon
hémibiotrophe (Carlier et al. 1996) qui provoques u@duction du
rendement allant de 30 a 50% et une maturatiomgixéée des fruits
(Swennen et Rosales 1994). Ce pathogéne produipligstoxines
qui, a faibles doses, s’averent nocives pour lantplahdte. Ces
métabolites peuvent diffuser a partir du site @atfon vers les tissus
adjacents et provoquer, chez un hoéte sensible, ndesoses, des
chloroses, un flétrissement ou une combinaisoredesgmptomes.

La culture bananiere est aussi soumisse a de fgtessions
parasitaires au niveau des racines causées par pkxepar
Cylindrocladium spathiphylli un pathogéne fongique tellurique
(Risede et Simoneau 2004). Ce pathogéne forme umplege
parasitaire avec le némato&adopholus similigLoridat 1989). C.
sptahiphylliest reconnu comme l'une des especes les plussages
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pour le bananier (Risede et Simoneau 2004). Letiadés de lutte
contre les maladies et ravageurs du bananier sssdéngellement
chimiques et consistent en I'application de diffésefongicides. Dans
le cas d’'une infection fongique p&tycosphaerella fijiensjson peut
aller jusqu’a 50 applications de fongicide par anndgour une
exploitation (Lassoudiere 2007).

Les colts économiques engendrés par l'utilisatesmfdngicides pour
contréler ces maladies entrainent des colts écau@siimportants
pour la majorité des producteurs, mais aussi désscécologiques

pour I'environnement sont éleveés.

Objectifs de la thése

Sur base de la capacité du bananier a bioaccurteuilicium et du
rle potentiel que cet élément joue dans les mégwes de défense de
la plante, ce travail de thése vise tout d’aborétwdier I'impact de
I'alimentation en silicium chez le bananier surtskrance a deux
maladies fongiques dans I'optique de développerstradégie de lutte
respectueuse de I'environnement. Les pathologiegidoes étudiées
sont la cercosporiose noire du bananier, une neladiaire causée
par Mycosphaerella fijiensiset la nécrose racinaire causée par
Cylindrocladium spathiphylli.

Dans une perspective plus appliquée, le secondtifbjie ce travail
de recherche est d’étudier la disponibilité en @irde bananier suite

a un amendement de silicate de calcium.
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Cette these rédigée sous forme d’articles est pté&sen 6 chapitres

regroupeés en 3 parties.

La premiére partie présente une revue bibliographique faisant état
des connaissances sur le silicium dans I'agrical{@hapitre J et les
caractéristiques principales du bananier ainsi qetles des

pathogenes étudié€ljapitre 3.

La deuxieme partie porte sur I'étude de I'effet du silicium sur la
résistance du bananier a des stress biotiquesrefitions controlées

et sur I'étude du mécanisme d'action potentiel. dbapitre 3 est
consacré aux résultats de I'étude menée en conslitontrélées en
Guadeloupe visant a étudier I'effet d’'un traitetnen silicium sur la
tolerance du bananier a la maladie racinaire caugpae
Cylindrocladium spathiphylliDans lechapitre 4 l'effet du silicium

sur la susceptibilité du bananieMycosphaerella fijiensigst évalué.

Le chapitre 5 ébauche une premiére explication du mécanisme
d’action du silicium par I'analyse des teneurs etyphénols totaux et

de l'activité antioxydante des feuilles de bananier

La troisieme partie est constituée d’'un seul chapitreckapitre 6qui
rapporte les résultats d’'un essai qui visait setdatdisponibilité du Si
pour le bananier suite a un amendement de sildatealcium sous

forme de wollastonite.
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Les principales avancées et les perspectives pelteatrésultant de
ce travail en matiere de contrble des maladies ahatier par le

silicium font I'objet d’'une discussion générale gifture cette these.
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Chapitre 1. Le silicium dans I'agriculture

1.1 Le cycle global du silicium

Le silicium (Si) représente, aprés l'oxygene, raént le plus
abondant de la lithosphére (31%). Le cycle glohaSd joue un role
important dans de nombreux processus biogéochimitgle que la
régulation du C@ atmosphérique via la nutrition des organismes
aquatiques (Sommer et al. 2006). Le cycle du silicise divise en un
cycle continental et un cycle marin (Exley 19983.dtock continental
a été estimé a environ 3,8'1(kg et le stock océanique & environ
2,5.10kg (Lucas 2007).

Dans le cycle continental, le silicium présent ddes minéraux
primaires est libéré sous forme d’acide monosiliei§H,SiO,) dans
la solution du sol via l'altération. Cette forme slkcium soluble peut
conduire a la formation de minéraux secondairesisbrption sur des
oxydes, des précipités ou étre lessivée vers lppasasouterraines
(Mckeague and Kline 1963) (Figure 1.1). Les végétparticipent
également au cycle du Si (Meunier 2003). lls absatrlle Si présent
dans la solution du sol qui se précipite dans hlgares en silicium
phytogéniques (phytolites) puis est restitué aupsolla dégradation
des tissus végétaux et par dissolution (MeunieB2@pstein 1999).
Les phénomenes de dégradation et d’absorption @mifa la plante
une importance primordiale dans le cycle du Si XAf&re et al.
1997).

11
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Le cycle terrestre alimente le cycle marin en isitit soluble via les
rivieres (Exley 1998). En effet, au cours du dépplment du sol, une

partie du silicium peut étre lessivée et se reteowlans les eaux de

surface ou souterraines.

VEGETATION
Phiytoliths

Si0,. nHL0
e 4{

X
g
LITHO/PEDOGENIC Si _’I- ig.
Primary minerals %% 0 ';i“'
Sacondary minerals M BIOGENIC Si
Dissolutie
o, Sollaokdion: e Phytolithy
Sllicle acid
/,’////’ Ui el
s st
Fa and Al-oxides Nﬁ'ﬁ‘ ; % L

L]

Hydrospheara

Figure 1.1. Cycle continental du silicium dans le ystéeme sol-plante
(adapté de Opfergelt 2008)
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1.2 Le silicium dans le sol

1.2.1 Le silicium dans la phase solide du sol
Le silicium dans la phase solide du sol peut éiedivisé en trois
catégories : minéraux primaires issus du matéraergal, minéraux
secondaires (phase cristalline) développés lora dermation du sol
principalement les minéraux argileux et les miasiaux secondaires
(quartz secondaire, Opal CT, allophane, imogolig) sont aussi le
résultat de la formation du sol (Sommer et al.6)0Da formation des
minéraux secondaires est influencée par le pH fuastempérature,
la présence de cations et des composés organiquesolaetion.
L’acidification entraine la désintégration des méui argileux et
constitue une source de Si, ce phénoméne est @ébdans les sols
tres acides (Figure 1.2). Le silicium est ausspduts a la surface des
constituants du sol tels que les carbonates, ledrokydes

d’aluminium et les oxydes de fer (Sommer et al.&2@ietzel 2002).
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Figure 1.2. Séquence d'altération du sol (adapté depstein 2001)
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1.2.2 Le silicium dans la solution du sol

Le silicium est présent dans la solution du solsstarme d’acide
silicique monomérique (#$i0,) (Faure 1991). Il dérive de la
dissolution des minéraux silicatés du sol tel quésenté par
I'équation :

CaSiQ +3H,0+2CQ —»C&" +H,SiO+2HCO; Eq.1.1
L’acide siliciqgue monomeérique peut étre transfomnéacide silicique
polymérique sous des conditions tres alcalinestgBig2002).

La concentration du Si dans la solution du sol festtion de la
solubilité des minéraux primaires et secondairesalu Celle-ci est
fonction de la température, de la taille des pales et de leur
composition chimique (Drees et al. 1989). La sditdbide la silice
amorphe (Si@nH,O ou opale) est influencée par le pH du sol. Elle
est essentiellement constante entre pH 2 et 8.5 raagmente
rapidement a pH 9. A I'équilibre, la concentratia I'acide silicique
en contacte avec la silice amorphe est de 1.8 mMisMes
concentrations en acide silicigue dans la solutohn sol sont
généralement comprises entre 0.1 et 0.6 mM (Ep&894).

Le matériau parental et notamment la teneur ennauxéaltérables, le
stade de développement du sol et la température lesnfacteurs
importants qui agissent sur la concentration dgigih dans le sol
(Sommer et al. 2006).
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1.3Le silicium dans la plante

1.3.1 Prélevement et teneur du silicium dans lesaiites
La teneur en Si dans les plantes peut étre compnise 1 a 100 g/kg
de poids sec et donc varier d’'un facteur 100 ertion du type de
plantes et du milieu de croissance (Meunier 2008%. teneurs sont
parfois équivalentes a celles de certains macrionemts comme le
calcium (Ca), le magnésium (Mg) ou le phosphore (P)
Le Si est prélevé par les plantes sous forme dgatidnosilicique non
chargé (HSiO,) présent dans la phase aqueuse du sol lorsqué le p
est inférieur a 9 (Ma et al. 2001 ; Ma et Takah&}02). Selon le
mode de prélevement en Si et le ratio Si/Ca - &epement du Ca
étant considéré comme critére de prélevement pads$ especes
végétales sont classées en trois catégories (Ed€6D ; Takahashi et
al. 1990, Ma et Takahashi 20Q2)

(1) Les especes veégeétales non accumulatrices avec de o
prélevement avec rejet de Si: elles ont un contenuSi
inférieur a 0,5%, un ratio Si/Ca inférieur a 0.50&etlévent le
silicium en quantité inférieure a celle estimée flax de
masse. Les plantes non accumulatrices réunissent le
dicotylédones, les Gymnospermes.

(2) Les espéces végeétales intermédiaires avec un mede d
préléevement passif : elles ont un contenu en Sigae 0,5%
et un ratio Si/Ca compris entre 0,5 et 1, en raidanfait

gu’elles prélevent le silicium de maniére passpag, diffusion
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et flux de masse. Les plantes intermédiaires conmeret les
Cucurbitales et les Urticales.

(3) Les especes veégetales accumulatrices avec un mede d
préléevement actif : elles ont un contenu en Sisepga 0,5%
et un ratio Si/Ca supérieur a 1. Ces plantes pzéleve
silicium en quantité supérieure a celle estiméelpdtux de
masse. Les plantes accumulatrices comprennentusuge
graminées de marais, les Equisétacées et les Casdrales
Graminées, les Musacées. Dans ces plantes, lartene8i
peut atteindre 10-15% Si en poids sec.

De récentes études ont montré que le mode de pra&nt actif

du Si et son transport dans la plante sont soudraen

métabolique (Ma et al. 2004). Des transporteurSidesponsables
du mode de prélévement actif ont été identifiessdas racines

(Lsil et Lsi2) et dans les parties foliaires (Lsibez le riz (Ma et

al. 2006, 2007 ; Yamaji et al. 2008). Ces transwd sont

présents au niveau de I'endoderme et du site degeiment du
xyleme. La teneur en Si des plantes peut étre @nfiée par
différents facteurs tels que les minéraux altésgldke contenu en
oxydes d’Al et de Fe, le contenu en eau et le pHettilisation en
azote et en phosphore et la transpiration desgsdghktenriet et al.
2008a, 2008b ; Jones et Handreck 1967 ; Ma ethieka 2002).
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1.3.2 Transport et accumulation
Le transport de I'acide monosilicique a traverstiesus a lieu dans
I'apoplasme (les parois cellulaires et les espatescellulaires), mais
aussi les vaisseaux du xyléme et le symplasme \iesal et les
cellules conductrices du phloeme) (Raven 2001 )rdmsport du Si se
fait par diffusion et flux de masse d’eau (Rave®D0 Le silicium
précipite dans les parties aériennes de la plamis & forme de
particules d’opales A, amorphe, appelées phytol{B&,.nH,0),
lorsque la concentration dépasse le niveau critipi® mM a 25°C
(Jones and Handreck 1967 ; Ma et Yamaji 2006). idisedépose, le
Si n'est plus disponible pour les autres partiedadplante. La plus
grande partie du Si de la plante, soit 90% se #oswus forme
polymérisée (Fawe et al. 2001). La taille et lanferdes phytolithes
varient selon I'espéce et les conditions physicoaajues lors de leur
formation (Prychid et al. 2004).
Plusieurs sites de silicification ont été idensfié (1) les parois
cellulaires, (2) les vides cellulaires et (3) lepaces intercellulaires
(Piperno 1988). Le silicium se localise principaggrmdans les sites
majeurs de transpiration et se concentre dansdsgstagés (Ma et
Yamaiji 2006).

1.3.3 Les sources de silicium et les modes d’amemaent
Une source de silicium acceptable exige différentgactéristiques, a
savoir une teneur élevée en silicium soluble, uspanibilité rapide,

des propriétés physiques permettant une applicatiécanisée et un
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faible colt (Gascho 2001). Quelques sources sduablss, mais tres
colteuses pour les agriculteurs a faibles revehekest le cas du
silicate de potassium @&iOs) qui est utilisé comme amendement
dans la lutte contre certaines maladies du riz @id Takahashi
2002). Le silicate de potassium est aussi utiliaésdles solutions
nutritives chez la tomate et le concombre pouetutbntre la maladie
causée paPythium(Gascho 2001). Le silicate de sodium {8i&;)
constitue une seconde source et est utilisé paairafglications
foliaires et racinaires. Mais il apparait moins rmmique en
application au sol car il nécessite une quantéeés et le Na n’est pas
profitable pour les planted.es silicates de calcium (CaSgpDsont
apparus comme les sources les plus importantesig®applications
au sol (Savant et al. 1999 ; Gascho 2001). lls sppliqués sous
forme de scories de sidérurgie. Cette source pre$aemantage d’'étre
peu codteuse.

Les résidus de plantes tels que la bagasse de cansacre
(Saccharum spp. contiennent une concentration considérable en
silicium. Leurs applications a des taux élevés gdtent un apport en
silicium, mais la demande pour la fertilisation eilicium est
supérieure a la production des résidus de récfitascho 2001).

Les quantités appliguées en silicium sont influescépar la
composition chimique de la source, la teneur daigih dans le sol et
dans la plante (Savant et al. 1999). Chez le’application de silicate
a des quantités optimales de 1,5-3 tonnes parrbeet largement
pratiguée au Japon (Ma et Takahashi 2002). Selamdif et al.
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(1997), le silicium est appliqué au sol sous forde silicate de
calcium a raison de 5 tonnes par ha (1 tonne te’Ji

Pour la canne a sucre, de nombreuses études esadisd-loride et en
Hawai ont recommandé une application de 7 a 9 wrdeesilicate par
hectare (Savant et al. 1999). Cette quantité é&sante pour apporter
assez de silicium a la plante, ce qui permet asxs de contenir entre
3 et 5%. C’est a cette concentration que les pargsistent le mieux
contre les différentes infections. Généralement ¢heiz et la canne a
sucre, tout le silicium est appliqué au sol aydantation.

Les résidus de plantes tels que la bagasse de cansacre
(Saccharum spp. contiennent une concentration considérable en
silicium. Leurs applications a des taux élevés pdtent un apport en
silicium, mais la demande pour la fertilisation eflicium est

supérieure a la production des résidus de réciitascho 2001).

1.4 Les effets bénéfiques du silicium

Le Si est un élément majeur des tissus des plamas, il n'est pas
considéré comme essentiel car aucune liaisonpie3y-0O-C ou Si—
C n'a été obsene jusqu’'a présent (Exley 1998). Cette notion
d’essentialité est néanmoins contestée (Epstein 9)19%ar

I'alimentation en Si génére de nombreux effetstesi

1.4.1 Effet sur la croissance
Le Si soluble améliore la croissance, le dévelompgmet le

rendement de nombreuses plantes telles que I©rnyz4 sativa..), la
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canne a sucreSaccarum officinaruni.) et de nombreuses céréales
(Jones et Handreck 1967 ; Savant et al. 1999 ;difa¢h al. 2001; Ma
et Takahashi 2002). Chez le riz, un apport du Simpe une
augmentation des rendements et de la qualité dassg{Ma et
Takahashi 2002). Il agit de maniére positive suréassance du riz en
diminuant la transpiration excessive, un exceés mspiration
entrainant la fermeture des stomates et une dimmute la
photosynthése. (Ma et Takahashi 2002).

Les effets positifs du Si ont aussi été observésdiautres plantes
telles que la tomate, le concombre, le soja, lesieg I'orge et le
bambou (Okuda et Takahashi 1961 ; Ma et TakaHz@dR2). Tous
ces effets positifs du Si sur la croissance destgdasont dus au dépot
du silicium dans les parois cellulaires qui conféeme meilleure
solidité aux tissus. Le Si favorise la staturepéamétration du sol par
les racines, I'exposition des feuilles a la lumjdee résistance a la
verse de nombreuses plantes. Il stimule la phothége en
améliorant I'éfficience de [l'utilisation de la luére (Ma et Yamaji
2008, Ma et Takahashi 2002).

Le Si a certes de nombreux effets bénéfiques pauplante,
cependant, ceux-ci ne s’expriment mieux qu’en dioor de stress, et
non en conditions optimales (Epstein 1994).

1.5.2 Résistance aux stress abiotiques

L’alimentation en Si entraine la réduction du talextranspiration, la
résistance a la sécheresse, la résistance aniédk résistance aux
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toxicités meétalliques, l'effet sur certaines ad#@gi enzymatiques
(Epstein 1994, 1999, Ma et Takahashi 2002). Le ®jneente la
résistance des plantes aux typhons, radiationssixes, UV et au gel
(Hodson et Sangster 2002). Le Si réduit la dispbtében éléments
toxiques des racines des plantes telles que letria canne a sucre
(Savant et al. 1997). En effet, il agit sur le pauvoxydant des
racines, permettant ainsi a la plante de réduiprdvement des ions
métalliques tels que le manganése (Mn), le fer @ejaluminium
(Al). Le Si favorise une meilleure distribution @es ions dans les
feuilles ou leur stockage est sous une forme métpl@ment inactive
(Ma et al. 2001). Le Si augmente la résistanceidetrde I'orge au
stress salin (Liang et al 1996 ; Savant et al. L1997 effet, il diminue
la transpiration et la translocation du Na desnegivers les feuilles
(Epstein 1999 ; Rice 2007).

1.5.3 Résistance aux stress biotiques

De nombreuses études ont démontré l'effet positisidicium sur la

résistance des maladies et ravageurs chez plsgtantes telles que
le riz, les cucurbitacées, le raisin, le blé, lésnke sorgho et le gazon
(turfgrass) (Datnoff et al. 2007). Les effets daitement en Si se
traduisent par une diminution du nombre de Iésians, réduction de
la surface couverte par les colonies, une baisda dermination des
colonies, une diminution des symptémes de la malatidonc une

réduction du taux de mortalité des plantes et ée®p de rendement.
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1.5.3.1 Silicium et maladies du riz

La plupart des études mettant en évidence I'impasttif du Si face
aux maladies ont été réalisées sur le riz. En,efgbplication du
silicium réduit la sévérité de maladies fongiquetdles que la
pyriculariose du riz causée plfagnaporthe grisea (Anamorphe=
Pyricularia oryzeaT. T. Hebert) (Datnoff et al. 2007). Le silicium
réduit lintensité du rhizoctone (sheath blight) us@ par
Thanatephorus cucumeri@. B. Frank), de la maladie des taches
brunes (Brown spot) causée p&ochliobolus miyabeanusla
pourriture de la tige causée pdagnaporthe salvinjide I'échaudure
des feuilles (leaf scald) causée péwnographella albescenst de la
décoloration du grain (Grain discoloration) caupé@e un complexe
d’'insectes et de champignons (Datnoff et al. 19%9@11, Savant et al
1997 ; Korndéfer et al. 1999 ; Seebold et al. 20@aAtnoff et al.
2007). Au niveau des maladies bactériennes duGimng et al.
(2002) ont montré une réduction significative (d& 22 %) de la
longueur des lésions du flétrissement bactérien s&awpar

Xanthomonas oryzaen présence du Si.

1.5.3.2 Silicium et maladies des cucurbitacées
Chez les cucurbitacées, I'étude de I'effet du riacipalement porté
sur le concombre. Les maladies fongiques du coboarmontrolées
par le Siincluent I'oidium causée gaphaerotheca fuligengdliyaki
et Takahashi 1983 ; Menzies et al. 1991b), lesrmiatgs de racines
causées paPythium ultimumet P. aphanidermatun(Chérif et al.
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1992a, 1994 ; Chérif et Bélanger 1992). Le Si dueirle taux de
mortalité des plantes, la pourriture des racinds,lae perte de
rendement causée par les pathogenes.

La pulvérisation foliaire du silicate de potassiandes concentrations
de 17 mM s’est aussi révélée positive pour le rédmtde I'oidium

chez le melon et la courge (Menzies et al. 1992).

1.5.3.3 Silicium et autres pathosystémes
Chez le blé, I'application racinaire du Si diminliscidence de
plusieurs maladies telles que I'oidium causéeBlameria graminis
(Bélanger et al. 2003 ; Guével et al. 2007), lehda des feuilles
causée parMlycosphaerella gramicolaet Stagonospora nodorum
(Rodgers-Gray et Shaw 2004).
L’application racinaire du Si induit un effet proteur chez bien
d’autres plantes, telles que I'Arabidopsis (Fauteztx al. 2006),
'avoine (Carver et al. 1998), le caféier (Martinat al. 2008), le
fraisier (Kanto 2002), le mais (Sun et al. 1994)sbja (Arsenault-
Labrecque et al. 2011), le tabac (Zellner et all1}0la tomate
(Ghareeb et al. 2011a).
Chez la vigne, I'application foliaire du Si empédbedéveloppement
de I'oidium causé pddncinula necatoi(Bowen et al. 1992).
Outre les maladies fongiques, I'application du Sir&ne aussi une
augmentation de résistance aux nématodes (Swaiasad 1988),
aux insectes herbivores (Reynolds et al. 2009)etpéantes parasites
(El Hiweris 1987).
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1.5.4 Mécanismes de défense des plantes

Bien que le silicium ait la capacité de diminuersissceptibilité des
plantes a différents pathogénes, les mécanismediatian planta

sont encore peu connus (Fawe et al. 2001). Il ix@iré&rois niveaux
différents dans la plante en produisant une barrgnysique, en

inférant avec certains mécanismes biochimiquesoétaulaires.

1.5.4.1Barriére physique

Les barrieres physiques, constitutives ou indujmsent un réle

important dans la résistance des plantes (Raill 2992 ; Fawe et al.
2001). La premiere hypothese sur I'implication dlicism dans

'augmentation de résistance des plantes aux nesadi été de
considérer un role de barriere mécanique a la pam@t du

pathogene (Wagner 1940 ; Bélanger et al. 1995).effet, le Si

polymérise de maniére préférentielle dans les pa@iulaires et dans
les vaisseaux du xyleme qui représentent certaioies d’infections

privilégiées par les agents pathogenes (Fawe 20al).

Le Si polymérisé permet de renforcer les paroitulegres et agit
comme barriere mécanique s’opposant a la pénétrphigsique et/ou
rendant la cellule végétale moins susceptible adémgradation
enzymatique par le pathogene (Ma et Takahashi,)20@Zoncept de
barriére physique joué par le Si a été étudié thez (Yoshida et al.
1962 ; Ishiguro 2001), le concombre (Samuels efi@®1) et le blé
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(Wiese et al. 2005). Chez le riz, le Si polymérsé localisé sous la
cuticule des cellules épidermiques ou il forme bagiére empéchant
la pénétration deMagnaporthe grisea(Anamorphe: Pyricularia
oryzeg agent de la pyriculariose du riz (Yoshida etl&62 ; Fawe et
al. 2001). Selon Volk et al. (1958), le Si formeman complexe avec
les composés organiques au niveau des parois d#slese
épidermiques, augmentant ainsi leur résistance dédpadation des
enzymes libérés pad. grisea

Cependant, bien que le Si soit effectivement déposiérentiellement
aux sites de pénétrations, et qu’il soit dépos@&satdux plus éleves
apres la pénétration, I’hypothese du renforcemermatois cellulaires
par le Si pour expliquer la résistance accrue dastgs contre les
mycetes pathogenes a été fortement contestée as @es derniéres
années (Fauteux 2006). La premiere contradiction vesue de
Samuels et al. (1991). Ces auteurs ont prouvé’guétldu traitement
en Si entraine la perte des effets prophylactigdessi, I'interruption
de l'alimentation en Si entraine une perte de t&@si® bien que
'opale soit accumulée irréversiblement. Chérifakt (1992b) lors
d’'une étude sur le pathosystergthium ultimunsur le concombre
ont montré que I'accumulation du silicium dans tissus au niveau
des sites de pénétration du champignon ou daraless cellulaires
épidermiques ne joue pasrfide de barriere physique contre I'attaque
fongiqgue. De méme Heine et al. (2007) ont montie lgaccumulation

du Si dans les parois cellulaires des racinesepeesentait pas une
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barriere physique a la propagationRghium aphanidermaturdans

les racines de courge et de la tomate.

1.5.4.2 Mécanisme biochimique

Lorsque des plantes sont infectées par certainsoganes, elles
peuvent développer une résistance accrue a l'eecalinfections
futures. Ce phénomene de défense naturelle deseplast appelé
résistance systémique acquise (SAR : systemic @uhuesistance)
(Conrath 2006). Si induit des réponses de défense spnt
fonctionnellement similaires a la SAR : [lactiviténzymatique
antioxydante et la production de composés antifpueg comme les
phénols, les phytoalexines et les protéines Praagrentées chez les
plantes traitées au Si (Cai et al. 2008, 2009)silus études ont
montré que la diminution de la sévérité de la malaadns les plantes
traitées avec du Si était liee a une augmentaten’attivité des
enzymes de protection (peroxydase, polyphénol medaet
phénylalanine ammonia-lyase) dans les feuilles ide(Cai et al.
2008), dans le blé (Yang et al. 2003) et chez lcambre (Liang et
al. 2005 ; Cherif et al. 1994). Menzies et al. (POt montré que le
Si agissait de maniere active sur le métabolismdadplante, en
stimulant ses voies de défense naturelles. En, effet étude réalisée
par ces auteurs sur le métabolisme d’infection docembre par
Sphaerotheca fuliginea permis de montrer que le Si accumulé au
point d’infection est impliqué dans les réactiomsdifense de I'héte,

en particulier dans la production de composés gigtres (phenolic-
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like compounds). Chez le blé (Bélanger et al. 20@83)concombre
(Menzies et al. 1991) et le riz (Rodriguez et &03), I'apport du Si
stimule P'accumulation de composés phénoliques dasscellules
infectées.

Cette théorie est confirmée par les travaux de iCberal. (1992a,
1992b, 1994). Selon ces auteurs, la présenceidirsilest associée a
'augmentation de l'activité de la phénylalanine rmamia-lyase, des
chitinases, des peroxydases et de la polyphénddmeydies enzymes
impliquées dans les mécanismes de défense deseglariiez le
concombre, contréythium ultimum Ces enzymes jouent un role
important dans la régulation, la production etdiamulation des
composés antifongiques tels que la lignine, les tqaigxines.
L’apport du silicium entraine la production de cars@s antifongiques
aprés la pénétration du champignon dans les celigpgdermiques
(Fawe et al. 1998 ; Rodrigues et al. 2004 ; RemureiBet al. 2005).
Fawe et al. (1998) ont révélé la présence de flaides de phénols
acides et une grande accumulation de phytoalexiags des plantes
de concombre alimentées en Si et inoculées dveduliginea.
Bélangeret al (2003) en utilisant le systeme B&iméria graminis
ont démontré grace a des analyses histologiquakratstructurales
que les cellules épidermiques des plantes traitées silicium
réagissaient par une augmentation des réactionefdese telles que
la formation de papilles, la production de callesda production de

composés phénoliques glycosilés.
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Dans de nombreux tissus végeétaux, l'activité aytiaxte est liée a la
teneur totale de composés polyphénoliques. Leet éfnéfique est
souvent attribué a cette exceptionnelle activitéoagdante (Heim et
al. 2002). Dans la plupart des pathosystemes, lde® premieres
réactions des cellules végétales en réponse a tisgua d’agents
pathogenes est I'accumulation de dérivés réactdsygéene (ROS :
Reactif oxygen species) tels que les superoxides [Oet les
peroxydes d’hydrogéne ¢B,) (Cavalcante et al. 2011). La
production rapide des ROS est induite par lattagliagents
pathogenes et conduit a la décomposition des tigggétaux. Selon
plusieurs auteurs, cette production de ROS joueraitble important
dans linhibition de l'infection aprés la reconrsisce de l'agent
pathogene.

Le Si peut augmenter I'activité antioxydante demies en présence
de stress abiotiques et biotiques (Liu et al. 2009 Si agit en
atténuant les dommages causés par les ROS (Re&xtiygen
Species) induits par des stress tels que le ssadss (Liang 1999 ;
Liang et al. 2003), la sécheresse (Gong et al. Y@0%Battaque par
I'oidium (Wei et al. 2004).

1.5.4.3 Mécanisme moléculaire
Le silicium affecte I'expression des genes lorstpuglante est en
présence de stress (Watanabe et al. 2004). Une ééalisée par
Fauteux et al. (2006) sur l'interaction siliciudsrabidopsis thaliana

Erysiphe cichoracearuna montré que de nombreux geénes liés au
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systeme de défense de la plante ont été activépré&sence du
champignon, mais grace au silicium, la plante a sudns de stress.
Chez le riz, Watanabe et al. (2004) ont rapport [gjusieurs genes
ont été régulés par le Si. Ces auteurs ont démaqies le géne
AU068650, un homologue du ‘zinc finger protein’ eseux exprimé

en présence du Si. Lors d’'une étude sur I'intesactbomateRalstonia

solanacearumGhareeb et al. (2011) ont montré que I'applicatiol

Si entrainait une meilleure stabilité dans I'expi@s des geénes,
confirmant ainsi I'idée selon laquelle les effeénbfiques du silicium
sont attribuables a latténuation des effets déddtadu stress. Le
silicium agirait sur I'expression des genes en nerttua transduction
du signal intracellulaire post-elicitation (Fauteetk al. 2005). Selon
ces auteurs, le silicium pourrait améliorer lesctiéas de la plante
indirectement en séquestrant des cations meétadliqouennus pour
jouer un role structural dans nombre d’enzymes)dioectement en
modulant I'activité des protéines impliquées damgransduction du
signal. Le silicium pourrait jouer un rdle positiins la résistance
locale et systémique en agissant sur les événendenssgnalisation
menant entre autres a la synthése d’acide saligyligd’acide

jasmonique et d'éthylenes qui sont des composéticipant a la

transmission de linformation dans les cellules,snggalement des

signaux systémiques de stress (Fauteux et al. 2005)
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Chapitre 2. Le bananier, plante accumulatrice de
silicium

2.1 Origine et classification

Le bananier est originaire de I'Asie du Sud-Esesdt cultivé dans de
nombreuses régions du monde, principalement en igoetatine et
en Afrique (Swennen and Vuylsteke 2001).

Les bananiers sont des monocotylédones de I'ordsesditaminales
ou zingibérales appartenant a la famille Mesaceae Cette famille
comporte trois genresviusella Ensete Musa présentant une forte
variabilité (Lassoudiére 2007). Le geriviusaa été divisé en quatre
sections sur base du nombre de chromosomes etraetérsstiques
morphologiques. Des différentes sections, seulseletion Eumusa
(n=11) a donné des espéces parthénocarpiques. Gettgon
comprend 10 especes. Les deux espéces principalestid section
sontMusa acuminatdAA) et Musa balbisiangBB). La contribution
haploide deM. acuminataet de M. balbisiana aux bananiers est
indiqué respectivement par A et B (Lassois et @092 Simmonds et
Shepherd 1955M. acuminataest a l'origine de tous les bananiers a
fruit parthénocarpiques, seul ou avec la participatie M. balbisiana
(Lassoudiere 2007).

D’un point de vue botanique, le gerivieisase divise en deux grands
types : Les variétés non comestibles et les variéténestibles. Les
especes a fruits non comestibles ou sauvagesabtédis a d’autres
fins, fibres, alimentation du bétail (Lassoudie@?). Ces espéces
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sont toutes diploides (AA et BB) et souvent utdiséen amélioration
végeétale pour leur résistance aux maladies et |fartilité.
Actuellement, on compte environ 180 variétés, dsubriginaires
d’Asie du Sud-est (Lassois et al. 2009)

Les variétés comestibles a fruits charnus et saamas sont au
nombre de 1200 environ. Ces variétés sont répagtiesing groupes
suivant leur niveau de ploidie et leur constitutioles groupes
diploides AA et AB, les groupes triploides AAA, cpranant la
majorité des cultivars a fruits destinés a I'exation, dont les sous-
groupes Gros Michel, Cavendish, Yangambi Km 5, AA®nstitué
essentiellement des bananes a cuire avec une prexwe des
plantains et ABB, comprenant des bananiers rustigiennant des
fruits @ consommer cuits (Lassoudiéere 2007).

2.2 Morphologie de la plante

Le bananier est une herbe géante de 1.5 a 8 m uteunadont le
pseudo-tronc est formé par I'emboitement des gdiokssres. Les
feuilles sont émises par le méristtme terminal aetige vraie
souterraine appelée «bulbe » (Lassois et al. 200@®tte tige
souterraine est le centre vital du bananier, lajygatournante du
développement de la plante et de tous les échangasonnels. Elle
constitue le lieu de formation des racines, desillésu et de

I'inflorescence (Lassoudiere 2007).
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Les feuilles de bananier sont composées d’'une gdina pétiole et
d'un limbe avec des nervures centrales paralleles. nouvelles
feuilles se déroulent au sommet du pseudo-troac.cenvention,
elles sont numérotées de la plus jeune a la plés &akry et al.
1997). Une nouvelle feuille est formée tous les1Dgours, cependant
cette période est allongée lorsque les conditiensrdissance ne sont
pas optimales. Le nombre de feuilles varie selomukivar et les
conditions environnementales (Jones 2000). Un banaporte
environ 10-15 feuilles fonctionnelles au moment ldesortie de

I'inflorescence (Lassoudiere 2007).

2.3 Importance socio-économique de la culture

Le bananier constitue le quatrieme produit agricefe termes de
production mondiale apres le riz, le blé et le miizccupe le premier
rang de la production fruitiere, avec un peu plasld7 millions de

tonnes produites annuellement a I'échelle mond{@anry et al.

2012). Il est cultivé dans plus de 120 pays sublesntinents et sur
plus de 10 millions d’hectares (Bakry et al. 199Assoudiere 2007 ;
Lassois et al. 2009). Pres de 90% de la produstion issus de petits
agriculteurs, produisant pour la consommation dopes et les

marchés locaux. Seuls 10% de la production mondia destinés a
I'exportation (Lassois 2009). Les bananes a cuomespondent a
43% de la production mondiale. Les bananes desgdsentent 57%
de la production mondiale, avec la majorité issue groupe
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Cavendish. L’Inde est le plus grand producteuryisuie I'Equateur,

de la Chine, de la Colombie et du Costa Rica (Ladigsoe 2007).

Les bananes et les bananes plantains jouent ummdjeur dans la
nutrition, le bien-étre et la vie culturelle de oihs de personnes.
Elles sont consommées principalement sous formaattuit frais ou

comme légume cuit ou frit, mais font égalementjeéblle nombreuses
transformations : chips, frites, beignets, puréenfiture, ketchup,

alcool, vin, biére, etc. (Lassois 2009). D’autresties de la plante
sont utilisées comme fibre textile, pour la condian d’abris, la

fabrication de couvertures ou comme emballage dsan.

La banane est riche en glucides (22 %) dont cagle (20 %),
saccharose (65 %) et fructose (15 %). Les tenaurgra@éines (1.0
%), lipides (0.5 %) sont insignifiantes. La banapporte pres du
double de I'énergie fournie par la pomme et trass fcelle des
agrumes. Elle est riche en potassium mais pauvreakium, fer et
sodium. C’est une bonne source de vitamines A, 8 @tassoudiére
2007).

2.4 Exigences écologiques

2.4.1 Facteurs climatiques
La température et le rayonnement sont les factessentiels qui
jouent sur la croissance de la plante en intervergans le
métabolisme via la photosynthése et la transpiraficassoudiere
2007). Les bananiers sont généralement cultivé®e d@°C et 33°C
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(Swennen et Vuylsteke 2001). La température miremabur

I'’émergence d’une feuille est de 16°C, avec untateéla croissance
en dessous de 14°C. Exposés a moins de 0°C, lesibas périssent
(Swennen et Vuylsteke 2001). L'influence du rayaneat se fait par
I'intermédiaire de la température. Les fortes imiohs n'ont pas
d’action néfaste sur les plantes adultes. Le madguamiéere agit sur
la hauteur des plantes et peut faire «filer »rigsts (Lassoudiere
2007). Les bananiers a fruits de dessert et ptentant un besoin en
eau relativement important. lls sont cultivés dansenvironnement
humide a hygrométrie élevée de 60 a 100%. Les lensarequierent
25 a 70 mm d’eau par semaine (ou 1300 a 3600 mmamparen

fonction du taux d’évapotranspiration (Swennen eylsteke 2001).

2.4.2 Facteurs édaphiques

Les bananiers et plantains sont cultivés sur différ types de sols.
Les bananiers pour I'exportation sont cultivés gstame intensif
souvent sur des andosols d'origine volcanique (Rufy2000). En
milieu tropical, le bananier se développe sur d#s grofonds, bien
drainés, avec une teneur en matiére organique el¢S@ennen et
Vuylsteke 2001). La croissance et le rendemenégiéante dépendent
largement de la fertilité du sol.

Le bananier est une plante exigeante en élémentgranix. Les
éléments minéraux indispensables au bon développena plante
sont I'azote, le phosphore, le potassium, le calcat le magnésium.
Les besoins en potassium sont particulierement iitapts (Delvaux
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1995). Le bananier requiert des conditions neu&resiodérément
acides, cependant il peut se développer dans unmgale pH de 4.5
a 8.5 (Delvaux 1995).

2.5 Maladies et ravageurs du bananier
Il existe une diversité importante de parasitesbdonanier dans le

monde (Lassoudiere 2007).

2.5.1 Maladies bactériennes
L’'une des maladies bactériennes la plus importastda maladie de
Moko, causée paRalstonia solanacearunsmith. Cette maladie
entraine le nanisme, la malformation d’organeseeflétrissement
vasculaire de la plante. L'agent pathogéne en causmnduit a
I’élimination du cultivar Bluggoe (ABB) dans de nbreuses régions.
Parmi les maladies bactériennes, on retrouve &sspourritures de la
tige souterraine, causées pamwinia spp Elles sont trés largement
répandues mais ne présentent pas d’incidence reajeassoudiere
2007). Leur impact sur les cultures est facileniemté en utilisant du
matériel sain et en assainissant le sol.
Le flétrissement bactérien du bananier di a unéébacdu genre
Xanthomonast détécté pour la premiére fois en Ouganda en,200
s’est depuis propagé rapidement (Smith 2006). Ceti@adie
bactérienne rend les fruits non comestibles et léseplantes. La
propagation de cette maladie est faite par destiesells déplacent la
bactérie des bourgeons méles d’'une plante maladd’'wdlorescence
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d’'une plante saine. Les moyens de lutte sont laeotéon et le
contrdle de la maladie (Smith 2006).

2.5.2 Maladies virales

Plusieurs maladies virales sont rapportées lesniensa elles sont
souvent liees aux infections généralisées de dat@l excepté le
méristeme (Lassoudiere 2007). La mosaique en [jtznesée par le
Cucumber mosaieirus) et la mosaique en tirets (causée paaleana

streak virus) représentent les virus les plus répandus. Elwd s
souvent transmises par les pucerons ou les cotdseii$wennen et
Vuylsteke 2001). Le Bunchy top virus causé lpaBanana bunchy top
virus est un virus limité dans sa distribution géogrgphi mais dont
les conséquences sont trés graves sur la produftiassoudiere
2007). La mosaique des bractées du®amana bract mosajc
provoque des symptdmes caractéristiques sur letélesaet parfois

sur le pseudo tronc (Jones 2000).

2.5.3 Ravageurs
Le charancon noir, Cosmopolites sordidys est le ravageur
d’'importance mondiale du bananier (Lassoudiére R007provoque
des pertes de rendement de l'ordre de 70% an habsde contrdle
chimique (Ganry 2004).
Les nématodes sont également des ravageurs tresmdiep Le
principal estRadopholus similissuivi de Pratylenchus coffaet de
Pratylenchus goodehi(Lassoudiére 2007). lls endommagent les
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racines du bananier, seuls ou associés a des ajraonpides genres
Cylindrocladium Fusariumou Rhizoctonia(Loridat 1989) en formant

un complexe parasitaire racinaire (Risede 2002).

2.5.4 Les maladies fongiques
Ce travail de these s’intéressant principalemendeax maladies
fongiques :Mycosphaerella fijiensi®et Cylindrocladium spathiphylli

leur description fera I'objet de paragraphe paligcu

2.5.4.1 Les cercosporioses

Les principales contraintes parasitaires du banauet des attaques
fongiques aériennes liées a trois espéces du déyecesphaerella

M. musicola(anamorphe Pseudocercospora mugad'agent causal

de la maladie de Sigatoka, encore appelée cergospojaune ou
yellow Sigatoka (MS) eM. fijiensis (anamorphe Paracercospora
fijlensig), lagent causal de la maladie des raies noires ou
cercosporiose noire (MRN) etM. eumusae (anamorphe
Pseudocercospora eumujeagent causal de la maladie des taches
foliaires (Mulder et Stover 1976 ; Fouré et Mouoli®efoura 1988).

2.5.4.1.1 Sigatoka jaune
Les contraintes fongiques causées Mamusicolaet parM. fijiensis
représentent les problémes phytopathologiquesllssipportants des

productions bananiéres au niveau mondial. Ces neslazhtrainent
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des pertes économiques estimées, au niveau mosdj@rieures a
50% de la production (Burt et al. 1997).

Les attaques foliaires engendrées par ces ageritainemt une
nécrose, une diminution de la photosyntheése dssstist une grande
perte du rendement. La maladie accélére aussi taratian des fruits
entrainant leur marissement prématuré résultaninenperte nette du
rendement (Pasberg-Gauhl et al. 2000).

La Sigatoka jaune est apparue la premiére foisra da 1902 (Jones
1999) et dans la vallée de Sigatoka (d'ou le nomnudadie de
Sigatoka) aux fles Fiji (Masse 1914). La premiar@nde étape de la
Sigatoka jaune a été observée en 1913 (Masse 1% A)aladie s’est
introduite en Afrique de I'Ouest dans les annéet)19

M. fijiensis et M. musicolasont strictement inféodés au geesa
M. fijiensisse distingue d®1. musicolapar son activité pathogene tres
supérieure et par le fait qu'il peut s’attaquer@sacces a un spectre
plus large de variétés de bananiers plantainstetsabananes a cuire
(AAB, ABB) (Mourichon et al. 1987). Cette espécd es pleine
expansion et remplace progressivemintmusicoladans la plupart
des zones de production (Mourichon et Fullerton0)9En Asie et en
Amérique centrale,M. fijiensis a progressivement rempladd.
musicola la ou les cercospoprioses jaunes et noires co@xmst
(Carlier et al. 2000). La dominance d'une espece I'swtre est
fonction de la température. La cercosporiose jagndéveloppe a des
températures plus fraiches que la cercosporioge.ridne plus forte
sensibilité deM. fijiensis aux températures inférieures a 20°C est
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observée (Mourichon 2003). La croissance du tubmigatif de M.
musicolaest plus rapide a 17°C que celle Mefijiensis La maladie
de Sigatoka se maintient dans les seules régiaistuatie (Mouliom
Pefoura et Mourichon 1990). En Afrique, elle cades dommages
considérables dans les régions de hautes altitugiégions
montagneuses) sur les cultivars Cavendish, Pomauss$i sur le
plantain qui est un hoéte résistant a basse altitlidie est aussi

présente dans les Antilles frangaises notamme@iuaeloupe.

2.5.4.1.2 Les cercosporioses noires
% Historique et répartition géographique

La cercosporiose noire ou maladie des raies n(Ui&iN), causée par
Mycosphaerella fijiensisst apparue pour la premiére fois aux iles Fiji
en 1963 tout commml. musicoladans la vallée de Sigatoka (Rhodes
1964). Elle est depuis largement distribuée en AsiSud-est, dans le
Pacifique, en Amérique centrale et en Afrique. Efridhe, la
premiére description a été faite pour la premi@ie €n Zambie en
1973 et au Gabon en 1978. Elle s’est répandueng e la cote
occidentale vers le Cameroun, le Nigeria, le Béleif,0go, le Ghana,
la République Démocratique du Congo et la Coteaiféy Dans les
Antilles francaises, seules la Guadeloupe et la iDiguwe sont
indemnes de cette maladie.
La maladie des raies noires est considérée aujaurdomme 'un des
principaux facteurs limitant pour la culture desid@ers, plantains et
autres bananes a cuire (Mourichon et al. 1987)MRN cause des
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dégats importants dans les cultures de bananigrimtains dans le
monde. Cela se traduit par des pertes de rendateed3d a 50% de la
production (Stover 1989 ; Ganry 1992 ; Gauhl ef883).

s Symptomes
Il est parfois difficile d’établir la différence &g les symptémes de la
maladie des raies noire et ceux de la maladie dmat&@a. Les
premiers symptomes causés Par fijiensis ne sont pas visibles en
lumiere transmise, apparaissent sur la face inféxigle la feuille et
correspondent a de petits points marron foncésuraesl a 2 mm de
diamétre (Fouré et al. 1984). Ces points évoluastige en raies de
couleur brune a noire. Ces raies s’élargissent fuyarer des lésions
nécrotiques a halo jaune et centre gris clair (Notwon et al. 1997).
Les lésions peuvent devenir coalescentes et d&tleivastes portions
de tissus foliaires. Généralement, la feuille ribet meurt entre 3 a 4
semaines (Suman 1996). L'évolution des symptomgserdé du
cultivar, de la quantité d’'inoculum primaire, detéanpérature et de
I’humidité (Fullerton 1994). Une plus grande padiedéveloppement
de la maladie se fait au niveau de la face inféeiale la feuille car
elle présente une densité stomatique plus élevée lqu face
supérieure. L'infection est faite via les stomaf&uman 1996).
L’évolution des symptédmes en conditions natureldgeamps) peut se
résumer en 6 stades tels que décrits par Four@)l%98bleau 2.1).

En conditions contrélées, I'évolution des symptéraesésume en 5
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stades tels que décrits par Mourichon et al. (19@8b)Jeau 2.2, Figure
2.1).

Tableau 2.1 Description des stades de développement de la cesporiose
noire en champ (d’aprés Fouré, 198p

Echelle Description

Stade 1 Décolorations et ponctuations brunes inférieures a
0,5 mm sur la face inférieure de la feuille

Stade 2 Raies brunes rouille inférieures a 4 mwiséile sur
les deux faces

Stade 3 Raies allongées et élargies

Stade 4 Taches brun-noir elliptiques

Stade 5 Taches brun-noir entourées d’un halo jaune

Stade 6 Taches desséchées virant au gris avenen s
centre des points noirs qui correspondent aux
fructifications du pathogéne

Tableau 2.2.Description des stades de développement de la cesporiose
noire en conditions contrélées (Mourichon et al. 18r).

Echelle Description

Stade 1 Ponctuations trés petites d’'un diameétre inférieur a
0.5 mm, juste visible a I'eeil nu

Stade 2 Tirets brun rouille d'une largeur inféreea 4 mm

Stade 3 Tirets allongés et élargis

Stade 4 Taches brun-noir elliptiques

Stade 5 Taches brun-noir entourées d’'une zonedatigjoe
jaune et dont le contre est bien desséché
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Figure 2.1. Différents stades de la cercosporioseine en conditions
controlées, stade 1 et 2 (A), stade 3 (B), stad¢Cl D) et stade 5 (E)
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s L’agent pathogeneMycosphaerella fijiensis

» Systématique et biologie

M. fijiensis est un champignon ascomycete appartenant a ldldami
desMycosphaerellacea@Vorelet 1969). Cette espéce héterothallique
comportant une forme imparfai@ercospora fijiensis
(Pseudocercospora fijiensiorelet Deighton) (Deighton 1979) mais
se développe naturellement selon deux modes dedwgtion I'un
sexué et I'autre asexué (Mourichon et Zapater 1990)

La forme asexuée (anamorphe) est appBlEmcercospora fijiensis.
Les premiers conidiophores produisant des conidéesiéveloppent
essentiellement au niveau des premieres lésionpeavent étre
visibles des l'apparition des symptomes au stadis Icontinuent a
étre produits jusqu’a un stade plus avancé de ladiea(Meredith et
Lawrence, 1969). La majorité des conidiophores pestiuite a la
surface inférieure de la feuille tandis que peuntigeux apparaissent
a la surface supérieure. Un conidiophore produitraryenne 3 a 4
conidies qui sont principalement disséminées peaul’ et plus
rarement par le vent. Les conidies sont forméegutigtrement a
'apex du conidiophore, puis elles deviennent HE&s avec le
développement de ce dernier.

La phase sexuée dMd. fijiensisintervient tardivement dans le cycle
infectieux (Meredith et Lawrence 1969). Elle comweenpar la
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production de spermogonies durant le développemestiésions en
nécroses. Plus abondantes sur la face foliaireriéoie, les
spermogonies apparaissent premierement en aseaciatiec les
conidiophores. La fécondation est une trichogarétérothallique des
ascogones par les spermaties qui se déroule dar®ihes ou il y a
coalescence de lésions et aboutit a une formateompatitheces. A
I'intérieur des périthéces se différentient lesugsget les ascospores.
La production d’ascospores permet la survie du qugthe en
conditions défavorables.

» Type de parasitisme
M. fijiensis est un champignon hémibiotrophe c’est-a-dire bjute
lors des premiéres phases de l'infection (Beveraggal. 1995) et
nécrotrophe dans les derniéres phases. Lors deasa fpiotrophe, le
pathogene colonise les espaces intercellulairese eiss cellules
mésophylles et puise ses nutriments de I'apolastel’lbte sans
formation d’haustoria. Selon Beveraggi et al. (1)9%% observe un
développement du mycélium dans les tissus du banasavant
I'apparition des premiers symptébmes et en avanfraht nécrotique.
M. fijiensis demeure dans cette phase biotrophe pendant 3 a
semaines avant I'apparition des premieres nécrfisgsoivre et al.
2003, Portal et al. 2011). Lorsque l'apoplaste d@épourvu de
nutriments, le champignon passe en phase nécrqgt@pheours de

laquelle un médiateur chimique de type phytotoxdamble jouer un
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réle importantM. fijiensisdébute la production de conidies au début

de cette phase nécrotique (Portal et al. 2011).

» Cycle infectieux et épidémiologique

Le cycle infectieux deM. fijiensis (Figure 2.2) dure entre 25 et 50
jours, selon les conditions climatiques, sur ddgveus trés sensibles
tels que Grande Naine, sous-groupe Cavendish, AR@urg et al.
1984). Cependant, ce cycle peut s’étendre de 3n#ié4 pour des
variétés ayant une résistance partielle élevée tgle Pisang Ceylan,
sous-groupe Mysore, AAB (Fouré et al. 1984). Ciastcycle qui se
divise en trois grandes phases: linfection, Wibation avec la
colonisation des tissus foliaires de I'hote et llasémination de
I'inoculum secondaire

L’infection. Les conidies et/ou les ascospores sont a I'arigie
I'infection et de [l'initiation du cycle infectieuXBrun, 1963). Ces
spores émettent des tubes germinatifs qui péneti@nsurface
inférieure des feuilles via les stomates apréspirese de croissance
epiphylle (Mourichon et al. 1987). Cette phase duiie 2 a 4 jours
(Stover 1980a; Fouré et Pefoura 1988), nécessite humidité
saturante et se déroule en présence d'eau libmrida et Schuh
1992). Les températures minimum, optimum et maxinmpoar le
développement des tubes germinatifs sont respentinede 12°, 27°
et 37°C (Mourichon 2003).
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L’incubation . La période d’incubation correspond a l'intervatle
temps qui sépare l'infection de l'apparition du mrer symptéme
(Fouré et al. 1984). Au cours de cette phase, yphds mycéliens
traversent la chambre sous-stomatique et progredaes les espaces
intercellulaires du parenchyme lacuneux (Beverat@92). Cette
progression se fait avant I'apparition des premgmiptomes a la
surface foliaire. La durée d’incubation varie esndtion de la
pression parasitaire, des conditions climatiquesleetla sensibilité
variétale (Marin et al. 2003 ; El Hadrami 2000) Zlies variétés trés
sensibles, la durée moyenne de I'incubation edtOd& 15 jours tandis
gu’elle peut varier de 20 a 30 jours pour des wsiéayant une
résistance partielle prononcée (Fouré et al. 1984).

La production de conidies Les conidies sont produites dés les
premieres étapes du cycle infectieux. Leur nombépedd de la
densité de symptomes et donc de la quantité d’ionocunitial. Il
dépend également du niveau de la résistance dariktés considérée
(ElI Hadrami 2000).

La production d’ascospores Les ascospores produites en fin de
cycle sexué dépendent de la pression d’inoculunir@-et al. 1984).
La concentration des ascospores est fortemenéaligeprécipitations
et a 'humidité (Méredith et al. 1973). La dispersides ascospores se
fait principalement par le vent sur de longuesadisés, mais se limite
a quelques centaines de kilométres en raison desensibilité aux
UV (Stover 1980 ; Parnell et al. 1998).
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Figure 2.2. Représentation schématique du cycle mdtieux de M.
fijiensis (Bennett et Arnesson 2003).

» La lutte contre la cercosporiose noire

La cercosporiose noire s’attaque aux feuilles etragme la

détérioration de la surface foliaire. La diminuti@® la capacité

photosynthétique qui en résulte, affecte la croissat la productivité
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des plantes. La maladie engendre la maturation gitége des fruits,
qui a pour conséquence une baisse de la qualitérues (Balbin et
Zapata 2001) et des pertes économiques au niveandiaho
supérieures a 50% (De Lapeyre de Bellaire et dl0R0Qe contrble de
la cercosporiose noire fait intervenir différenteshniques de luttes
telles que la lutte chimique, l'utilisation des igd@s résistantes et les

pratiques culturales.

O La lutte chimique

La lutte contre la MRN est essentiellement chimiqlens les
plantations industrielles. Cette lutte chimiqudaepar alternance de
fongicides de contact (mancozeb ou chlorothalagtilfle fongicides
systémiques appartenant aux groupes des benzirnedazdazoles,
morpholines et strobilurines appliqués dans deilehminérale ou
sous forme d’émulsion (Marin et al. 2003). Les foies de contact
ont un effet préventif et ne pénétrent pas la keude bananier. lls
inhibent la germination du champignon par une acsar plusieurs
sites et n’entrainent pas le développement de ssuddsistantes. Les
fongicides systémiques pénetrent les feuilles deamiar et ont un
effet curatif. Leur effet curatif est plus prononsér les premiéres
lésions (stades 1 et 2), mais faible sur lesleg®iésions (stades 3 et
4) et peu d’effet aux stades nécrotiques (stadesh (De Lapeyre de
Bellaire et al. 2010).
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Deux stratégies de contrdle chimique sont adoppEgsles agro-
industries, a savoir I'application de fongicidess&a sur un systéeme
d’avertissement biologique et I'application de fmides basée sur le
développement physiologique du bananier et les itond
climatiques (Romero 2000). Le choix de l'une awtfa stratégie est
déterminé par le niveau de sensibilité du pathogaune différents
fongicides employés.

Plus de 36 interventions par an sont requises dasglantations de
banane dessert d’exportation en Amérique latinevgst1990), contre
24 a 30 dans celles de I'Afrique de I'Ouest (1502e2 Cote d’lvoire
(Fouré, communication personnelle) et 19 pour de&mtations
commerciales de plantain exploitant un systeme attsssement
bioclimatique (Fouré 1982). La mise au point dugstéme
d’avertissement basé sur les descripteurs biolegigirouré 1988)
permet un bon contréle de la maladie. Cette méthadpermis
'application de seulement 12 a 14 traitements degiCides
systémiques par an de 1984 a 1991 au Cameroun.n@aye
'apparition de souches résistantes aux fongicidesconduit a
'abandon progressif de la lutte raisonnée au pradi I'utilisation
systématique de fongicides de contact appliqguéedoles semaines
(40-50 applications par an) (De Lapeyre de Bellatral. 2010). Dans
les différents pays, cette évolution entraine uneneentation
significative du codt de la lutte contre la maladiéais aussi une
augmentation de l'impact négatif sur I'environnemeBans les

stratégies systématiques, 30 a 40 kg éléments getif an par année
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sont appliqués contre 2 a 4 kg d’éléments actifsapgpar année dans
lutte raisonnée (De Lapeyre de Bellaire et al. 20Uhe nouvelle
évolution des stratégies est la lutte intégrée poantréler la
cercosporiose noire. La culture « raisonnée »admhane correspond
a des démarches globales de gestion des explogatjoi visent a
renforcer les impacts positifs des pratigues atggco sur
I'environnement et a en réduire les effets négatifss remettre en
cause la rentabilité économique des exploitatikiasgoudiére 2007,
Ganry et al. 2012). Elle integre les méthodes deymtion intégrée et
de gestion intégrée des ravageurs et pathogeregr@dted production
and pest management, IPPM).

Certaines techniques culturales telles que la uiggin des végétaux
au sol et I'effeuillage des parties présentantraiEsoses permettent de
réduire la pression de I'inoculum et de minimis@sal'incidence de
la cercosporiose noire (Ganry et al. 2012). D'autygratiques
culturales telles que la nutrition des plantegjdasité de culture et la
gestion de I'eau peuvent étre introduites en syaexgec I'application
des fongicides et l'effeuillage des parties néaeeséGanry et al.
2012). L’application d’'urée sur les débris au sainpet d’accélérer la
décomposition des tissus végétaux et ainsi de nedaidensité de
I'inoculum. La diminution de I'humidité relative pmet de diminuer
le développement du champignon. A cet effet, ungation adaptée
et un espacement suffisant des plants sont imger{&arlier et al.
2000).
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O L'utilisation de variétés résistantes
La lutte chimique étant trés colteuse et ne poudante fait étre
adoptée dans les parcelles paysannes, [lutilisatien variétés
résistantes a la maladie des raies noires condétseul moyen de
lutte efficace pour les petits producteurs de basafette lutte est
basée sur la création et I'exploitation de la \alit#@ génétique au
sein du germplasmMusa (EI Hadrami 2000). Elle vise un
remplacement des variétés traditionnelles cultivétesensibles, par
des variétés résistantes avec des caractéristiquganoleptiques
voisines. Ainsi des hybrides tels que FHIA-01 (AABJHIA-21
(AAB), Yangambi Km 5 (AAA), 'Mysore' (AAB), 'Pelipa’ (ABB),
'Saba’ (ABB) and 'Pisang Awak' (ABB) résistantspius tolérante a
la maladie des raies noires ont été crées et sifiuis@éks dans
certaines régions du monde (Vuylsteke et al. 1998iz et Vuylsteke
1994 ; Jones et al. 2000 ; Marin et al. 2003).

Ces variétés se distinguent par leurs types dantems avecdM.
fijiensis. Pour rappel, la premiere étape lors d'une intevactiote-
pathogene est la reconnaissance du pathogene pplariée. De
maniere générale, les plantes utilisent différensdatégies de
défenses naturelles contre les agents pathogéaesi Es stratégies,
on retrouve la résistance non-héte, efficace comnplasieurs
pathogenes et ou [linteraction plante-pathogene ent fait
incompatible et la résistance gene-pour-gene, avsade laquelle la

plante ou I'espéce de plante est compatible avgmateogéne mais
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peut étre résistante a une ou a quelques raceatlieggnes (Kiraly et
al. 2007).

Les interactions entre le bananieMetfijiensissont restés méconnues
pendant longtemps (Lepoivre et al. 2003). Les &wsie la sensibilité
variétale conduites en champs par Fouré et al.0)1@tht permis de
regrouper en trois catégories les variétés sauvagesultives selon
leur comportement face M. fijiensis: (1) tres résistantes (réaction
incompatible) ; (2) partiellement résistantes €8) sensibles ou
susceptibles (interaction compatible).

L’interaction incompatible a lieu dans des cultsraésistants tels que
‘Yangambi km5’ et ‘Calcuta 4 (AA). Lincompatibié est
caractérisée par un blocage naturel et rapide dealadie dés les
premiers stades de [linfection. Cette réaction de plante est
semblable a une réponse d’hypersensibilité : lat noellulaire
programmeée localisée des cellules infectées. Ce t\gpréponse est
typique de la résistance « géne-pour-gene ».

L’interaction compatible est caractérisée par urveltdiopement
complet des symptdomes de la cercosporiose noirez @s cultivars
partiellement résistants tels que ‘Fougamou’, onseole une
évolution lente des symptdomes révélant plusieurgeanix de
résistance partielle. Tandis que chez les cultitrés susceptibles tels
que ‘Grande Naine’, I'évolution de la maladie dwermier au stade
nécrotique est rapide et le nombre de feuillesesadn la récolte est
peu élevé (Beveraggi et al. 1995). Pour ce qui eomc les
interactions compatibles, des études cytologiquesrmntré queM.
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fijlensis se comporte d’abord comme un parasite biotrophe qu
colonise exclusivement les espaces intercellulaitesiésophylle sans
formation d’haustoria (Lepoivre et al. 2003, Begyieet al. 1995).

Les mécanismes de défense naturelle des planteés!'édmjet de
nombreuses études sur le plan moléculaire. Laapiues espéces
végétales répondent a l'attaque de pathogenes gaivdtion de
différentes réactions de défense : renforcementpdesis cellulaires
(particulierement l'accumulation de composés phének pour
renforcer les parois cellulaires), changement dienglux d’ions,
production de dérivés réactifs d’oxygene (ROS),uaudation de
protéines impliquées dans les mécanismes de de&rsmthése de
différentes substances antimicrobiennes (Mendaxdifuez et al.
2010).

L’infection de M. fijiensis induit différents mécanismes de défense
chez le bananier. La plante répond a I'infectionlfzaigmentation de
I'activité des phénylalanine ammonia-lyases (PADixpn et al
2002). Les PAL jouent un role important dans lesevodes
phénylpropanoides, menant entre autres a la producte
phytoalexines. Deux phytoalexines de types phémylplénone ont
été identifiés chez le cultivar résistant Yangarkbi5’ et montre
une activité de résistance importante fadé. dijiensis(Oltavaro et al.
2007). Ceci confirme que la voie des phénylpropdemioue un réle

important dans la résistance fadel dfijiensis(Portal et al. 2011).
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Les genes liés a la défense de la plante sontéegar des voies de
transduction de signal, parmi lesquelles les plytolones, I'acide

salicylique (SA), I'acide jasmonique (AJ) et I'gténe (ET) sont les

plus importants (Portal et al. 2011).

L’'acide salicylique est souvent associé a la dé&fensntre les

pathogenes biotrophes. Cette hormone est impliqags la résistance
locale, dans la régulation des genes, dans laioéathypersensibilité

et enfin dans la mise en place d'une résistancemsygue acquise

(SAR) (Durrant et Dong 2004). L’activation des manes JA et ET

est souvent corrélée a la résistance contre lb®gamnes nécrotrophes.
Ces hormones sont activées lors d’'une résistarstérsique induite

(ISR). Chez le cultivar susceptible ‘Grande Naire§ hormones JA
et ET sont actives au stade 3 et 4 dans I'évolu®ita cercosporiose
noire. L’'activation tardive de ces deux hormonespeemet pas de
prévenir le développement de la cercosporiose neireela parce que

les genes de défense sont induits trop tardive(Ramtal et al. 2011).

O L’amélioration des techniques
culturales
L’investissement dans des méthodes de lutte quiisédt le recours
aux intrants pesticides a été largement entrepris différentes zones
de production. Des techniques d’assainissement mgdea sont trés
utilisées a la fois dans les exploitations inde#igs et vivriéres.
Associées a des systemes d’avertissement et a emiésdtion

adéquate, ces techniques participent a la rédud®ra pression
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parasitaire, et par conséquent a une limitationdéegts (El Hadrami
2000). La lutte biologique est aussi utilisée. Etlensiste a la
production biologique de bananes. Mobambo et &lL@ ont montré
que l'application d’ordures ménageres et des décldet cuisine
entraine une réduction de la sévérité de la ceoras®e noire sur le
bananier plantain et un maintien du rendement penghusieurs
années. Jimenez et al. (2007) ont montré que lan@npeut étre
produit sans l'utilisation de fongicides a I'EquateCes auteurs ont
utilisé des produits organiques provenant de landéatation de
déchets.

Dans les systémes de productions organiquesutesents peuvent
aussi provenir d'une grande quantité de matiérearoqge, de
déjections d’animaux et de roche phosphatée (Jimeheal. 2007).
Pour une meilleure optimisation des systémes dedugtmn
organique, il est nécessaire (1) d’appliquer dexdyits d’origines
organiques, (2) de faire une gestion des sols tijiuke I'activité
biologique, (3) d’améliorer le drainage, (4) d'effiger une nutrition
equilibrée de la plante, et (5) de supprimer ledllés infectées par la

cercosporiose noire (Jimenez et al. 2007, Holderaeal. 2000).
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2.5.4.2Le genreCylindrocladium

% Position taxonomique et distribution
Les champignons du gen@ylindrocladiumsont des euascomycetes
filamenteux de la famille dedNectriaceae et de l'ordre des
HypocréalegCrous 2002).
Les maladies causées par les champignons du @stirelrocladium
ont été signalées sur plusieurs familles de plamt@sportance
économique telles que les cultures fruitieresplaates ornementales,
I'eucalyptus, I'acacia et le pin (Peerally 1991ro@s 2002 ; Risede
2002).

s Symptomes
Les symptdmes causés par les champignons de ce gent des
nécroses sur les organes aériens des plantes. €weses se
manifestent par des noircissements sur les tiggsaetune rouille
brune sur les feuilles, des chancres de la tigegudle des rejets ou
des taches foliaires, causant des décolorationgesowu pourpres.
Plusieurs espéces @ylindrocladiumsont également associées a des
problemes de nécroses racinaires telles que laijprarracinaire chez
Spathiphyllum, la pourriture du tubercule sur lesnmes de terre et
les pourritures des racines et des gousses d'deaetide soja (Crous
2002).
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% Cycle infectieux et écologie
L’infection par Cylindrocladium débute par la germination des
conidies, des microsclérotes ou ascospores en nueesge I'hote
(Crous 2002). Elle nécessite une humidité suffesantd’ou
I'importance de la pluie et du mode d’irrigatiorr $& développement
de la maladie. Aprés la germination, on observefdemation
d’anastomoses entre les tubes germinatifs provedamte ou de
différentes conidies. Le mode pénétration sembie &t pénétration
directe. L’infection est suivie par le développemerde
chlamydospores et de microsclérotes. Ces dera@slibérés dans
le sol lorsque le matériel végétal infecté se dégret tombe au sol.
Les conidies, les ascospores et les microsclérotesstituent les
principales unités de dissémination des champigndas genre
Cylindrocladium(Peerally 1991). Les microsclérotes sont proderits
grande quantité et jouent un réle important dagégidiémiologie de la
maladie causée p&ylindrocladiumsp. (Peerally 1991).
Les microsclérotes constituent les propagules lies ipfectieuses et
les principales structures de survies dans le sol.
Les facteurs environnementaux importants qui imibemt le
développement du champignon sont la températutkushidité et le
type de sol. Les champignons du ge@sgindrocladiumcroissent de
maniere optimale dans des conditions tres humideshaudes
(Peerally 1991 ; Schoulties et al. 1983). Le typesdl influence la
distribution et la densité du pathogéne.
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% Cylindrocladium spathiphylli
Cylindrocladium spathiphyll{telemorphe Calonectria spathiphyl)i
a eté décrit pour la premiéere fois en 1982 surefgmces du genre
Spathiphyllum(plantes ornementales) (Schoulties et al.1982stl
responsable d’énormes dégats sur les cultivareaee§pathiphyllum
spp, surEucalyptusspp. et aussi suvlusa spp. Les symptémes se
manifestent sur les racines, sur les tiges et aussles feuilles chez
certaines plantes (Crous 2002).
Cette espéce a été rapportée comme étant pathdgéo@nanier par
Risede et Simoneau (2001). Chez le bana@iespathiphyllinteragit
de manieére synergigue avec des nématodes telsRadepholus
similis (Loridat 1989, Riséde 1994) et forment un complexe
parasitaire impliqué dans la formation de |ésioésratiques sur les
racines. Ces lésions entrainent une diminution dlépement des
nutriments et la chute des bananiers, ce qui cmeasiune baisse de
production (Risede et al. 2004 ; Loridat 1989).
Cylindrocladium spathiphyllposséde des conidies septées de forme
cylindriques et un stipe unique et central par dmphore, I'extension
du stipe se termine par une vésicule terminaleod®d globoidale a
ellipsoidale (Figure 2.3) (Crous 2002).
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QRO

7
'

|

Figure 2.3.  Calonectria spathiphylli A. Microconidiophore et
microconidies, B. et D. Macroconidiophore et macraanidies du stade
anamorphe Cylindrocladium, C. Macrovésicules du stade anamorphe
Cylindrocladium, E. Asques et ascospores F. Variabilité de morplagie
de la vésicule
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» Lutte
Les méthodes de Ilutte contre les maladies causeées lgs
champignons du genreCylindrocladium sont essentiellement
chimiques, et consistent en I'application de ddfés fongicides tels
que le benomyl, le triflumizole et le prochlorazg&le 2002).
La stérilisation du sol permet également d’éradid@ehampignon du
sol (Crous 2002).
L’adoption de bonnes pratiques culturales permelutter contre le
champignon de maniére moins polluante. En effeagiasant sur la
température, le pH, la compaction, la teneur eteagbl’humidité du
sol il est possible de limiter ou de réduire legmbiel d’infection du
sol. Le choix d’espéce résistante et la pratiqueotktions adéquates
permettent de diminuer 'impact du champignon ssrdultures.
La lutte biologique pourrait également étre unegeaatternative a la
lutte chimique. Des bactériédsseudomonasu Bacillus des especes
fongiques du genreTrichoderma et quelques champignons
mycorhiziens sont connus pour lutter contre lehiggdnes racinaires
(Sutra et al. 2000 ; Crous 2002 ; Declerck et@D2).

2.6 Bananier et silicium

Le bananier est une plante accumulatrice du sitic{tdenriet et al.
2006). Il peut contenir plus de 2% de Si dans steeneaséche (Lahav
1995). La présence de phytolithes a été reporédes des parties
aériennes mais pas dans les racines (Tomlinson).186%nt une

forme de cdne tronqué avec une partie basale grdtre présentant
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des protubérances de surface. Ces phytoliths fdrdesnchaines dans
les tissus végétaux, et sont localisés principahtrdans les gaines de
faisceaux (vasculars bundle sheath fibers, Pryehidl. 2004). Leur
forme caractéristique permet aux archéologues sle@itibBser comme

traceurs de I'histoire de la culture du bananiery@aghs et al. 2003).

En Afrique, des phytolithes ont été découverts gdaupremiere fois
dans des fosses excavées dans le centre du Canwdfralatés de -
2500 ans (Mindzie et al. 2001). Ces phytolithed é&té positivement
identifies comme dérivant du bananier cultMésa apres une étude
comparative des phytolithes ddusa et dEnsete (Mindzie et al.
2001). Cette découverte fournit une preuve arclyggle irréfutable
de I'existence d’une agriculture précoce en Afrigeatrale (Mindzie
et al. 2001). L'identification des phytolithes ddusa au Cameroun
démontre que la culture de plantes tropicales antemsé beaucoup
plus t6t qu’on ne le pensait dans les zones hunadesfrique (Mbiba
et al. 2006). Une étude comparative des phytolittes especell.
acuminataet M. balbisiana a permis d’aboutir aux conclusions
suivantes : (1) aucune distinction ne peut étree fantre les deux
especes a partir de simples analyses morphotypiq(®s les
phytolithes deM. balbisianasont significativement plus grands que
ceux deM. acuminata(Ball et al. 2006). Selon Vrydaghs et al. (2009),
la diversité des phytolithes du bananier seradt éida phylogénie.
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Henriet et al. (2006) ont étudié I'accumulation $iuchez le bananier
en conditions contrblées dans des systemes deeuiywroponique
avec difféerentes concentrations de Si dans la isoluhutritive.
Lorsque la concentration du Si dans la solutiorritivg était élevée
(1,66 mM), I'absorption du Si était principalemeonduite par le flux
de masse de I'eau, traduisant un transport pass8idians la plante.
Mais a des concentrations plus faibles (0,02 — h8d), cette
absorption était plus élevée que celle liée au fiiex masse. Elle
induisait en plus une diminution du Si dans la sotunutritive. Cette
observation suggére un mécanisme de prélevemehtac®i chez le
bananier aux faibles concentrations en Si.

La disponibilité en silicium dans la rhizosphéré iafluencée par les
racines du bananier, qui sont capables d’induakération minérale,
et donc la dissolution des silicates. OpfergeltO@0a montré que le
prélevement du Si par le bananier et son trangposein de la plante
induisait un fractionnement isotopique influencér pa degré
d’altération du sol.

Le stade d’altération du sol influence le stocksdieium biogénique
présent dans le systeme sol-plante impliquant feuiar (Henriet et
al. 2008). La concentration du silicium dans lausoh du sol et dans
les feuilles dépend du stade d’altération du saltdneur en silicium
dans le bananier suit un gradient de concentradiggmentant des

racines aux vieilles feuilles (Henriet et al. 2Q06)
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Au niveau des ses effets positifs sur le banakhgesilicium semble ne
pas avoir d’effet sur la croissance et sur lessite de prélevement de

I'eau et des nutriments en conditions optimales(iée et al. 2006).
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Deuxieme partie
Etude de l'effet du silicium sur le stress
biotique du bananier en conditions

contrblées
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Deuxieme partie. Etude de I'effet du silicium seistress biotique du
bananier en conditions controlées

66



Chapitre 3

Protective role of silicon in the banana - Cylindreladium
spathiphylli pathosystem

Adapted fromVermeire M.-L., Kablan L., Dorel M., Delvaux, B.jdede, J.-M.
and Legreve, A. 2011. Protective role of silicorthe banan&ylindrocladium
spathiphyllipathosystem. Eur J Plant Pathol 131: 621-630

Marie-Liesse Vermeire and Lucie Kablan contributgdally to this work
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Deuxieme partie. Etude de I'effet du silicium seistress biotique du
bananier en conditions controlées
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Commentaires préliminaires

Les effets positifs du silicium (Si) sur la résigta des plantes
aux maladies ont été largement démontrés dans areases études
(Datnoff et al. 2007). Ces effets sont plus marqaész les plantes
accumulatrices du silicium telles que le riz et danne a sucre.
Cependant, ces effets sont trés peu connus chieankenier, bien qu’il
soit une plante accumulatrice du silicium (Heneteal. 2006).

En Guadeloupe, la culture bananiére est soumigke fartes pressions
parasitaires (Ganry 2004). L'une d’elles est cays#eCylindrocladium
spathiphylli pathogene fongique d’origine tellurique formanest
souvent un complexe parasitaire avec le némaRatdopholus similis
Ce pathogene est reconnu comme l'un des plus péfgRisede et
Simoneau 2004). Parmi les cultivars susceptiblese gpathogéne, on
retrouve la Grande Naine (Riséde et Simoneau 20Dd)cultivar fait
partie du sous-groupe des Cavendish qui reprédeptes 56% de la
production de banane dessert (Lassoudiere 2007)pll®e c’est un
cultivar souvent utilisé expérimentalement. En @uson interaction avec

le Si est bien connue (Henriet et al.2006).

L'étude qui fait I'objet du chapitre suivant a étéenée afin
d’évaluer les effets d’'un traitement en siliciumr da tolérance du
bananier au champignon racinae spathiphylli Une expérience en

conditions contrblées a été menée a cet effet. dmes plants de
bananiers Grande Naine (sous groupe Cavendish ARA)été sevrés
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dans de la tourbe, puis inoculés par trempage ameindans une
suspension conidienne et repiqués en pots dangl dersalitique pauvre
en Si. Tout au long de I'expérience, une moitié dasaniers a été
alimentée avec solution d'acide silicique ,8#0,) (2mM Si), l'autre
moitié avec de I'eau distillée. L'évaluation desmses a été évaluée 7,
14 et 21 jours avec le logiciel d’analyse d'imagésaRHIZO.

Dans ce chapitre, I'effet positif du silicium sw tolérance du
bananier &. spathiphylliest mis en évidence. L'apport du silicium a en
effet permis & la plante de prélever I'élémentipesiade réduire jusqu’a
50% le pourcentage de nécroses dans certains easmesures des
parametres de croissance ont permis de confirmaristat selon lequel
I'effet du silicium n’est optimal qu’en conditioredstress (Epstein 1994 ;
Bélanger et al. 1995).
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3.1 Abstract

Silicon (Si) is known to reduce the incidence othgpgens on many
plants. Little information is available on the patial positive effects of
Si on the susceptibility of bananslfsa acuminatpto pathogens. Root-
rot fungi of the genu€ylindrocladiumhave been reported, along with
endoparasitic nematodes, to be the causal ageppling disease and
severe yield loss. The objective of this study teadetermine the effects
of Si supply onCylindrocladium spathiphylliinfection on banana
Plantlets inoculated by dipping the root systena iconidial suspension
of the pathogen were grown on a desilicated festalad amended, or
not, with 2 mM of soluble Si under greenhouse coboals in
Guadeloupe. The root lesion severity was evaluasdg the image
analysis program WIinRHIZO 7, 14 and 21 days afterculation. A
reduction of about 50% of root necrosis was obskrié days after
inoculation for the Si-supplied plants comparedhvitiose not supplied
with Si. The Si amendment also alleviated growtthuotion caused by
the pathogen. These results suggest that Si cawiel & positive effect on
banana resistance tG. spathiphylliand provide an environmentally
friendly alternative to pesticides for the integhtontrol of an important
crop disease.
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3.2Introduction
Silicon (Si) is the second-most abundant elemenhénlithosphere and
plays a very important role in global biogeochemmacesses, notably
the global matter cycle where it contributes toutating atmospheric
CO, (Sommer et al. 2006).
This element is taken up by plant roots in the fasfmwater-soluble
monosilicic acid (HSiOy), and follows the water flow from the roots to
the aerial transpiration sites (Raven 2001), whir@recipitates as
particles of biogenic opal (SEKhH,0) called phytoliths (Ma and Yamaiji
2006). Silicon is not considered an essential entrin plants (Epstein
2009; Ma et al. 2001), but under a range of biatid abiotic stresses its
importance as an element that is particularly berffor plants is now
beyond doubt (Datnoff et al. 2007; Reynolds et 2009). A Si
application on roots or leaves can make a sigmfickfference to plant
performance in field conditions. The abiotic stessghat Si fertilization
helps to alleviate include drought, water loggiingst, salinity and heavy
metal toxicity (Keeping and Reynolds 2009). Biostresses against
which Si provides some protection include numerpashogens and
herbivores (Epstein 1994; Rodrigues et al. 2003itdtx et al. 2005;
Diogo and Wydra 2007). Reduction in disease sevbyitan increased Si
supply has been observed for many plants, dicatsr@nocots (Fawe et
al. 2001; Belanger et al. 2003; Datnoff et al. 20Q@@rtinati et al. 2008).
It is now generally recognized that Si perforitssfunctions in two
ways. First, the accumulation of solid hydrated grhous silica in cell
walls acts as a mechanical barrier that prevemstpation by pathogens
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(Fauteux et al. 2005). Second, soluble Si playsaative role in
strengthening plant disease resistance by stimgldtie expression of
natural plant defense reactions (Fawe et al. 208ayvever, the exact
nature of the interaction of soluble Si with theamls biochemical
pathways, leading to disease resistance, remakrsowm (Fauteux et al.
2005). Soluble silicon might modulate the actividf post-elicitation
intracellular signaling systems, resulting in tix@ression of target genes
and the accumulation of defense compounds suchysgexins (Fawe
et al. 2001; Fauteux et al. 2005; Epstein 2009)we~&t al. (2001)
suggested that Si could be assimilated to a mantusithilar to systemic
acquired resistance (SAR)-inducing compounds. Kegpnd Reynolds
(2009) pointed out that Si displays a marked resanale to plant stress
hormones such as jasmonate and salicylate in ifgyatn act as a
modulator of induced resistance, and that plantddcoespond more
efficiently or earlier to a pathogen or herbivottaek. Silicic acid could
play a positive role in local and systemic resiséangiven that both
processes depend on primary elicitation (Fauteak &005).

The beneficial effects of Si are usually obvidnscrops that actively
accumulate Si, such as rice, barley and maize N 001). A plant is
considered to be a Si accumulator if the Si contehigher than 1% of
dry weight (Ma et al. 2001). In rice, for examgleg Si content can reach
10% of the shoot dry weight (Ma and Yamaji 2006dnBna plants can
have more than 2% of Si in the shoot dry weighbh@al1995). Although
this species is also a Si-accumulator, little infation is available on the
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impact of Si on the susceptibility of banahuga acuminatajo diseases
(Henriet et al. 2006).

Bananas are perennial giant herbs and occupfyirgteank of world
fruit production (Swennen and Vuylsteke 2001; Laskére 2007).
Banana production plays a major role in food ségdor more than 400
million people in developing countries in tropieakas and is a source of
income and employment for local populations (Ariets al. 2003).
Bananas for export are cultivated in perennialnsite monocultures,
and are therefore hampered by many recurrent @estsdiseases. In
banana plantations, soilborne pathogens are majost@ints limiting
crop production.Cylindrocladium spp. (teleomorphCalonectrig are
root-rot fungi that are reported, along with endagdéic nematodes, to
cause necrotic root and corm lesions that lead utriemt uptake
reduction, root breakage and toppling of bananatpldRisede and
Simoneau 2004 Cylindrocladium spathiphyllhas been identified as the
most pathogenic species within ti@ylindrocladium genus for the
banana rhizosphere (Risede 2008)lindrocladiumresistant banana
cultivars remain to be selected, and the contrdahe$e pathogenic fungi
needs to be adjusted within the framework of aregrdated crop
protection strategy, with no reliance on the systiietruse of fungicides.
There is a body of circumstantial evidence thatabas grown on
Vertisols, which show high Si concentration in ssdlution, are less
affected by pathogens, whereas lodging incideneenseo be high on
largely desilicicated ferrallitic soils (Henriet edl. 2006). Silicon

amendment might therefore offer a promising altewveafor banana
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disease control in the context of integrated planotection, especially
where soils are low or limiting in plant-availal$& The objective of the
present study was to determine the effects of Siakep on the
susceptibility of bananaMusa acuminatacv. Grande Naine) tcC.

spathiphylli. The incidence of the pathogen on banana plantsi@eaeor

not with soluble Si was assessed under controtbeditons.

3.3 Materials and methods
3.3.1 Soil materials

About 500 dri of soil of a Si-deficient typical ferralsol werellected at
a depth of 0-20 cm in a plot on the eastern slagethe volcano La
Soufriere (Basse-Terre, Guadeloupe) which had hesed for a long
time for intensive banana cropping (Farm Fenet&84,m asl). The area
experiences heavy rains, with a mean annual raiofa3,296 mm. The
soil is therefore highly weathered and has a vewy $i content (Henriet
et al. 2008b). The main soil properties, as measirg Henriet et
al.(2008b) and expressed as averages: pbDHralue: 6.25; organic
carbon content: 2.53%; exchangeable bases conte@tsmol kg™ Ca,
2.2 cmol kg* Mg, 0.1 cmal kg* Na and 1.9 cmgkg® K; cation
exchange capacity (CEC): 25 cmdg’; effective cation exchange
capacity (ECEC): 7.8 cmokg™; particle-size composition: 5.9% sand,
14.5% silt and 81.6% clay; Ca@#xtractable Si content: 21.1 mgkg
The soil was sieved at 2 cm to homogenize the tstrecand then
sterilized twice at 100°C for 12 h, with an intdre&48 h.
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3.3.2 Plant material and weaning

A total of 252 vitroplants of young banana plargi@usa acuminatayv.
Grande Naine, AAA group, Cavendish, dessert banare& weaned for
10 weeks on peat in 0.3 | pots (for the first 8 k&eand then in 0.6 liter
pots (for 2 weeks) (one plant per pot) under quarangreenhouse
conditions, with a mean temperature of 22.5°C, amrelative humidity
of 80.1% and a global radiance of 6.65 Mf rfdlay:night about 12:12).
An amount of 1.5 g of Osmocote fertiliser (11-1+281g0) was added
to each pot.

In the first week of weaning, the plants wereagpd with tap
water. Thereafter, during 9 weeks, the soil moestontent was adjusted
at field capacity with an Si solution (productiortimod described below)
for half the plants (Si+ plants) and with deminesed water for the other
half (Si- plants): (1) each pot, including plandasoil, was weighed to
determine the reference pot weight at field caga¢R) three times a
week, each pot was weighed and distilled wateri soBition was added
to reach the reference pot weight. Daily plantsparation was deduced.
Every 3 weeks, the reference pot weight was cadebyy measuring the
fresh biomass of one plant per treatment.

3.3.3 Si solution production

Si was supplied as monosilicic acid 4610,), 2 mM. The HSIO,-
solution was made by dissolving #20;.5H,0 in demineralised water,
and then leaching on an acidic cation exchangerb@&ite® IR-120) to
fix Na" ions (Stumm and Morgan 1996). Silicon concentrativas
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determined using inductively coupled plasma-atomé@mnission
spectrometry (ICP-AES).

3.3.4 Inoculum production

The strain ofC. spathiphylliused in this experiment was isolated from
the root-rot of banana cv. Grande Naine collected contaminated plot
(CIRAD at Neufchateau, Basse-Terre, Guadeloupest,Fdifferent
fungal species were isolated from root-rots follogvithe Root Slice
Plating Method (RSPM) proposed by Riséde (Risede08R0
Cylindrocladiumcolonies were then transplanted on Petri disheglbf
medium (1% malt extract; 2% agar) and single camdivas isolated to
obtain pure strains o€. spathiphylliusing the protocol described by
Risede and Rhino (2008). One of these strains wsed un this
experiment. A high quantity of conidia was producsthg the inoculum
production technique described by Risede and RKg&@D8): heavy
conidiogenesis was induced by subculturing tharstsa 80 banana leaf
agar (BLA) medium dishes at 25°C for 7 days undertiauous light.
The conidia were harvested by shaking leaf fragsmehBLA in a Triton
X-100 solution, and the resulting suspension wésréd though a 32-pm
sieve. The suspension was then concentrated byifugation and the
conidial concentration was adjusted to Zxt6nidia mf* (d2 dose) and

0.5x10 conidia mt* (d0.5 dose) with a Malassez hemacytometer.
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3.3.5 Inoculation procedure

After 9 weeks of growth in the presence or in theemce of Si (during
the weaning), banana plants were inoculated Witrspathiphylli. Peat
was removed as gently as possible from the rodesy®f Si- and Si+
plants under running tap water. The root systemach plant was dipped
for 20 s in 250 ml of the conidial suspension (d#eal or d0.5 dose)
(Risede and Simoneau 2004). The banana plantslefete drain for 1
min before transplantation into 2 | plastic potdefl with the sterile
ferralsol. Controls (non-inoculated plants, NI) wegroduced using the
same procedure, except that the conidial suspensam replaced by
sterile water amended with Triton X 100 (250 {#).IA total of 35
banana plants were planted out for each of théreatments (amended
or not with Si and three doses of inoculum: Si+ 8, d0.5, Si+ NI, Si-
d2, Si- d0.5 and Si- NI).

3.3.6 Growth conditions after inoculation

The experiment was conducted for 3 weeks afterulation. Plants were
grown according to a completely randomized desigdeu the same
greenhouse conditions as described for the weatiage. Water content
adjustment was carried out after inoculation follogvthe same method
employed for weaning, using demineralized watettlierSi- plants and a

Si solution for the Si+ plants.
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3.3.7 Disease assessment

Root lesion severity was assessed 7, 14 and 21af@ysinoculation on

10 randomly selected plants per date and per tesdtifoO plants per
date in total). After removal of peat under runntag water, the roots
were placed on a transparent plastic sheet andexbvéth a blue plastic
sheet, to prevent shadows and improve contrast, thed scanned
(scanner EPSON expression 1680, Seiko EPSON Cappn). For each
root system, a color picture was made with a reswiwf 300 dpi, using

the reflected light. The pictures were analysechwiite image analysis
program WIinRHIZO (v. Pro; Regent Instruments, I@Quebec, Canada),
using the method of object separation from the Qamknd and

classification of pixel colors. The background wdefined as a color
group consisting of two color classes, one idestdifat a distance from
the roots and the other in the shadow area neaptis. The color range
of the healthy parts of the roots was used to dedircolor group with 10
color classes. A third color group with seven cattasses was defined
for the necrotic parts of the roots. For each imadethe pixels were

allocated to the different color classes and grpgpsng the healthy and
necrotic root area. A necrosis percentage [%] watsioed from the

equation:

Necrosis percentage = (necrotic area) / (healteg arnecrotic area)

To quantitatively assess the health of the studisat systems, an
indicator called healthy roots weight (HRW) [g] wesmputed from the

following equation:
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Healthy roots weight = {100-(necrotic percentage)O0} x (root dry
weight)

3.3.8 Growth assessment and mineral analysis

After weaning, 10 Si+ and 10 Si- banana plants wenwested. All the

plants submitted to disease assessment were gisddteanalyses (10
plants per treatment and per date, 180 plantstah)tdhe dry weight of

the root system and aerial parts of all plants maasured after drying at
60°C for 1 week. Mineral analysis was carried autdach plant, to track
the Si content throughout the growth of the pla(atiser weaning and

once a week after inoculation). For each plant,thd leaves were
crushed and calcinated at 450°C for 2 days, foltbiwe borate fusion at
1,000°C and dissolution of fusion beads in 10% HNGhao and

Sanzolone 1992). Elemental concentrations were uineasy ICP-AES

(ICAP 6500 of Thermo Scientific).

Once a week after inoculation, plant growth wssessed by measuring
the numbers of totally and partially unfurled leav&he length (I) and
width (w) of the unfurled leaves was measured dmr tsurface area
(LA) was computed for 15 plants per treatment keoil until the end
of the experiment from the equation LA = 0.83 x lx(Lassoudiere
2007).

3.3.9 Statistical tests

Statistical analyses were performed for all daiagi$Enterprise Guide’
(SAS institute, Inc., Cary, NC, USA). After checfifor normality and
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equality of variance, data were analyzed by two-Ww&OVA (factors:
Si treatments and inoculum doses) and treatmenh ro@aparisons by

the Student-Newman-Keuls’ test € 0.05).

3.4 Results
3.4.1 Silicon content

The average leaf Si concentrations at the end ahing were 1671&
2045 mg kg dry matter (DM) for banana plants amended wittS$+
plants) and 2098 1387 mg kg DM for banana plants not amended with
Si (Si- plants). The difference in Si content beaweSi- and Si+ plants
was highly significant (Student-Newman-Keuls’ té3t< 0.0001). Leaf
Si concentrations 7, 14 and 21 days after inoaulativere also
significantly higher in plants amended with Si themthose grown
without Si, for each dose (Student-Newman-Keulst,t¢> < 0.0001)
(Table 3.1).
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Table 3.1. Evolution of the average leaf Si concentrations (mdg™ dry

matter) in banana leaves of plants amended (Si+) arot (Si-) with Si and
inoculated with 2.1G (d2 dose), 0.5.10(d0.5 dose) conidiaf C. spathiphylli
ml™ or not inoculated (NI), 7, 14 and 21 days after imculation. Ten plants
were analyzed per treatment. For the same inoculundose, leaf Si
concentration values within a column with differentletters are significantly
different at P=0.05

Leaf Si concentration (mg kg' DM)
x days after inoculation

Si Inoculum

. 1 X=7 x=14 x=21
amendment (conidia ml~)

2.10 1602 +198a 2197 +475a 2507 +501 a
0.5.10 1569 + 198 a 2058 +385a 2506 +502 a
0 1483 +193a 1935+259a 2465+41l1a
+ 2.10 16084 + 1768 b 17820 + 1356 b 13817 + 1535 b
+ 0.5.10 15618 + 2122 b 17771+ 2627 b 13940 +2070 b
+ 0 16532 + 2024 b 19598 + 1989 b 15547 + 2790 b

3.4.2 Root-rot severity

For plants inoculated with 2.i0conidia mi* (d2 dose) and
assessed 14 days after inoculatibmo-way ANOVA revealed a highly
significant effect of the Si treatment (Two-way AN®, P = 0.0012)
and of the inoculum dose (Two-way ANOVA, P = 0.0L4%h the
necrosis percentage. The average necrosis pereenfafganana roots
inoculated with d2 doseas 30.21% for Si- plants and 18.61% for Si+
plants, indicating that the treatment of bananatplavith a Si solution
resulted in a significant reduction G/lindrocladiumroot necrotic lesion
severity compared with the Si- plants (Student-NewKeuls’ test, P =
0.0141) (Fig. 3.1, Fig. 3.2). The necrosis perogegaobserved on plants
inoculated with 0.5.18 conidia mf* (d0.5) were slightly higher than
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those observed on the non-inoculated plants, baitvidues were not
significantly different for the three dates of arsaé. Seven and 21 days
after inoculation, the necrosis percentages obddnrethe six treatments
were similar (data not shown). There was no sigaift interaction

between inoculation dose and Si treatments fothiee dates of analysis
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Figure 3.1. Average root necrosis percentages ofgplts amended (Si+) or
not (Si-) with Si, inoculated with 2.18 (d2 dose), 0.5 10(d0.5 dose) or 0
(NI) conidia of C. spathiphylliml™, 14 days after inoculation. Each value is
the mean and standard error (SE) of ten plants petreatment. The necrosis
percentage observed for the Si-d2 plants is sigrifntly higher than the
necrosis percentage observed for the Si+d2 plant$£0.0141). Student-
Newman-Keuls’ test,a = 0.05.The necrosis percentage observed for the Si
d2 plants is significantly higher than the necrosigpercentage observed for
the Si-d0.5 and the Si-NI plants (P=0.017). StudeiNewman-Keuls’ test,a

= 0.05.
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Fig. 3.2. Left: Si- d2 banana root system 14 daystar inoculation (necrosis
percentage: 45%), right: Si+ d2 banana root systeml4 days after
inoculation (necrosis percentage: 13%).

Seven days after inoculation, the average HRW wagas for the six
treatments (Fig. 3.3) and no significant differena@s observed.
Fourteen days after inoculation, an important rédacof growth was
observed for the Si- inoculated plants, but theicédn was smaller for
Si+ plants; there was no significant differenceHRW between the
Si+d2, Si+d0.5 and Si+NI (Student-Newman-Keuls't,td3 = 0.148)
treatment, but the HRW of inoculated Si- plants wasy significantly
lower than the Si-NI (Student-Newman-Keuls’ test<®.0001) plant.

Later, a dilution of the inoculation effects wasetved for the Si- plants;
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there was no significant difference in HRW betwélea treatments 21

days after inoculation.
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Fig. 3.3. Evolution of the average healthy root wght (HRW) of plants
amended (Si+), or not (Si-) with Si, inoculated wit 2.1C (d2 dose), 0.5.10
(d0.5 dose) conidiaf C. spathiphylliml™ or not inoculated (NI). Ten plants
were analyzed per treatment.

3.4.3 Plant growth parameters

There was no significant effect of Si supply durimganing on the
growth parameters being considered. At the end ednwg, the mean
root dry weight was 0.6% 0.13 g, the mean shoot dry weight was 236
0.32 g and the mean leaf area was 494.09 + 20.23 Tmere was no
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significant effect of Si supply or inoculation oaot dry weight 7 days
after inoculation (Table 3.2). Fourteen days aifteculation, the higher
severity of disease for Si- plants was accompabyed greater reduction
in plant growth for this treatment. The root dryighe of the inoculated
Si- plants was statistically lower than that of tie-inoculated Si- plants
(Student-Newman-Keuls’ test, P = 0.0006), but theas no significant
difference in root dry weight between inoculated @ontrol Si+ plants
(Student-Newman-Keuls’ test, P = 0.1%Table 3.2). A relatively linear
increase of the root dry weight was observed fangs grown in the
presence of Si, inoculated or not, and for thenBr-inoculated plants.
This was not the case for the plants inoculateth Wit spathiphylliand
grown in the absence of Si, where root dry weigiat ot increase
between 7 and 14 days after inoculation (Table. I2jp-way ANOVA
revealed a significant effect of inoculum dose oatrdry weight (Two-
way ANOVA, P = 0,0016) at 14 days (Table 3.2). Ehevas no
significant effect of Si supply or inoculation ooot dry weight at 21
days after inoculation (Table 3.2). A significarteet of Si supply on
shoot dry matter was observed at that time (Two-WOVA, P =
0.0054). The shoot dry matter was higher for plantended with Si
than for those grown in absence of Si (Table 3.3).

No significant difference in leaf surface argsewvapotranspiration was
observed after inoculation among the six treatméertie mean leaf area
at the end of the experiment was 646.96 + 24.11amd?the mean total
evapotranspirated water for the 3 weeks followimgculation was
654.61+ 22.60 g of water.
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None of the two-way ANOVA’s made on the data regdah significant

interaction between inoculation dose and Si treatme

Table 3.2. Evolution of the average roots dry weighof plants amended
(Si+) or not (Si-) with Si and inoculated with 2.18 (d2 dose), 0.5.10(d0.5
dose) conidia ofC. spathiphylliml™ or not inoculated (NI). Ten plants were
analyzed per treatment. For a same Si treatment,alues within a column
with the same letter are not significantly differen at P=0.05.

Roots dry weight (g) x days after inoculation

Si

Inoculum
amendment (conidia mi")

Xx=7

x=14

x=21

- 2.10 0.513+0.117a 0.548+0.095a 0.849+0.173a
- 05.10 0556+0.102a 0.571+0.095a 0.795+0.162a
- 0 0.536 £ 0.115a 0.756+0.147b 1.036 +0.190 a
+ 2.1G 0.482+0.117a 0.584+0.092a 0.847 +0.167 a
+ 05.16 0.552+0.104a 0.701+0.210a 0.885+0.160a
+ 0 0.511+0.159a 0.695+0.114a 0.984+0.218a

Table 3.3. Average shoot dry weight of plants amerd (Si+) or not (Si-)
with Si, inoculated with 2.10 (d2 dose), 0.5.10(d0.5 dose) conidiaof C.
spathiphylli mlI* or not inoculated (NI) and assessed 21 days after
inoculation. Ten plants were analyzed per treatmentValues within a row
with the same letter are not significantly differen at P=0.05

Mean shoot dry weight (g)

Inoculum (conidia mb) Si+ Si-
2.10° 3.70x0.77a 3.11x064a
0.5.16 3.70+£0.54 a 3.080.67b
0 343+0.36a 3.33x0.66a
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3.5 Discussion

In this study, the effect of Si uptake on the spsibdity of banana tcC.
spathiphylli was assessed under controlled conditions. Ban&aasp
amended with 2 mM Si on a ferralsol, exhibited dution of about 50
% in the necrosis percentage of inoculated rootdal4 after inoculation
compared with plants grown in the same conditiantsim the absence of
Si. At that time, the HRW of the Si-amended plaftgl8 g) was also
superior to the HRW of plants not amended with GB§ g). These
results can be correlated with the highly significdifference of leaf Si
concentration between Si- and Si+ plants at theadéivdeaning and after
transplantation in the ferralsol, and indicate tBatamendment has a
positive effect on banana plants affected Qyspathiphylli which is
known to cause severe necrosis and yield losses.

The results of our study could partly explaie thbservations made in
fields in Guadeloupe, indicating that bananas growrsoils with a high
Si concentration in soil solution were less affddvg pathogens (Henriet
et al. 2006). Our results also support the resofitether studies that
demonstrated the efficiency of Si in controllingsekses caused by
pathogens and pests on various plants, notably$ieebold et al. 2000),
cucumber (Chérif et al. 1994; Menzies et al. 199®) wheat (Bélanger
et al. 2003). It has been shown that Si reducesnitidence of various
pests and pathogens, such as herbivorous insessRgynolds et al.
2009 for review), parasitic plants (Epstein 199@acterial diseases

(Diogo and Wydra 2007) and root-knot nematodes (Swad Prasad
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1988). Many studies have focused on the positiyeathof Si supply on
reducing the impact of pathogenic fungi (Fauteuxakt2005). The
studied fungi are mostly leaf pathogens, suclspisaerotheca fuliginea
(Menzies et al. 1991)Magnaporthe grisea(Cai et al. 2008) and
Thanatephorus cucumerfRodrigues et al. 2003), but some authors have
shown that a similar effect could be obtained wiabt pathogens, such
as Pythium ultimumon cucumber (Chérif et al. 1992a). In bananas, the
positive impact of Si oMMycosphaerella fijiensisa leaf pathogen, has
been shown by Kablan et gR008). Our study demonstrated that the
impact of Si can also reduce the susceptibilitybahana to a root
pathogen.

The mechanism by which Si reduces the incidef€z spathiphyllion
banana is not known. In our study, the Si concéntran leaves reached
between 1.38 and 1.96 % in plants amended with Thie Si
concentration in roots was not measured, but ayspetformed by
Henriet et al. (2006) showed that Si concentraitiotine roots of 9-week-
old banana plants amended with Si under hydropoaritions was
significantly lower than in the leaves (0.26 % &htl2 %, respectively).
These authors concluded that transpiration playsdjar role in silicon
accumulation and distribution in banana. It is kbdwn if the Si content
in banana roots is in soluble or solid form, but rasts are not
transpiration sites it is presumed that the Sioiots is not in solid form.
This suggests that the protective effect of Si plegkin the banana€.
spathiphylli interaction cannot be explained by the mecharbeatier
theory. Chérif et al. (1992a) arrived at the sarmactusion with the
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cucumber P. ultimum pathosystem, also involving a root pathogen.
These authors showed that Si conferred protectgainat P. ultimum
although it did not accumulate at fungal penetrasites and was almost
absent from the wounded roots. Various other ssuldiaeye suggested that
soluble Si affects host defense mechanisms by Etmg metabolic
pathways, resulting in the synthesis of defense poamds, such as
phytoalexins (Bélanger et al. 2003; Fawe et al98)9Silicon might play
an active role, in its mobile form, in the resistanof banana tcC.
spathiphylli disease. Further physiological, cytochemical and
biochemical investigation is needed to fully vatelahis hypothesis for
bananas.

In our experiment, the reduced impact of thin@gen associated with
the Si amendmentan be related to the effects of Si on growth
parameters after inoculation. The shoot dry weight days after
inoculation was significantly higher for Si+ plank&n for Si- plants, and
the effect of inoculation on the root dry weight ddys after inoculation
was alleviated by Si treatment. In contrast, n@afiof Si supply was
observed at the end of weaning on the plant grqeettameters being
considered (dry weight of roots and shoots, anfldesa). These results
accord with earlier studies showing that Si hadeffect on growth in
optimal conditions (notably Henriet et al. (2006) banana; Cornelis et
al. (2010) for tree seedlings), but the benefigtiects of Si on plant
growth are indirect and are evident when plantssaitgected to stress
conditions (Chain et al. 2009).
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The methodology used in our study highlight®éhinteresting points.
First, the differences in Si concentration betwden Si+ and Si- plants
were significant, and indicated that the choserafeoil was adequate for
maintaining a very low Si supply to the Si- plargsd that the Si
amendment to the Si+ plants was well assimilaté@. methodology also
highlighted the importance of the inoculum concaindn of C.
spathiphylli The observed effects of Si differed accordingnimculum
dose. A significant effect of the Si treatment be hecrosis percentage
was observed for the d2 dose, but the d0.5 doseetasnough to create
significant root necrosis and there was no sigaificeffect of the Si
treatment on the measured parameters for that &osaly, despite the
difficulties related to the destructive methodsuieed for studying root-
rot pathogens, the disease temporal evolution siss=g was very
important. In our case, root damage increased 7 Bhdlays after
inoculation, but a decrease in the effects of tlexulation occurred 21
days after inoculation. No significant differenge necrosis percentage
was observed between the inoculated and controtgkt the end of the
experiment, for either Si- or Si+ plants. This ablde attributed to a
restart of growth, which diluted the effects of theculation. Only the
conidia in contact with the roots at the time addalation succeeded in
causing necroses, and the importance of these sescn@as counter-
balanced by the appearance of new healthy rooiusisated in Figure
3.3, which shows an HRW increase 21 days afterilation.

In conclusion, our results indicate that an [§leation had a positive
effect in the control of banana plant disease $i-deficient soil. Studies
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in the field are needed to confirm that Si amendn®ea viable means of
sustainably managing banana crops worldwide, pnogid an
environmental friendly alternative to pesticides tmntrolling banana

crop diseases.
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Chapitre 4

Silicon reduces black sigatoka development in banan

Adapted from Kablan L, Lagauche A, Delvaux B,gtéve A. 2011. Silicon
reduces black sigatoka development in banana. Biaatise 96 : 273-278
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Commentaires préliminaires

Les essais réalisés dans le chapitre précédembafitmé que le
bananier était une plante accumulatrice de silioctiont mis en évidence
que le silicium prélevé par le bananier lui peraietde mieux se
défendre contreC. spathiphylli un pathogene fongique racinaire du
bananier.

Parmi les maladies du bananier, la cercosporiose mst considérée
comme étant la maladie foliaire la plus destruetnpour les cultures
bananiéres (Jones 2000). L'agent responsable de oatladie est
Mycosphaerella fijiensidorelet. Il est responsable de plus de 50% des
pertes de rendement (Marin et al. 2003). Le coatd& la cercosporiose
noire est fait a partie d’intrants chimiques. UWamaneraie intensive peut
recevoiren moyenne sur une année 2 a 3 applications deticé&tes, 1 a 2
d’insecticides, 4 a 12 de pulvérisation aériennéodgicides et entre 3 et 5
applications d’herbicides (Blanchart et al. 2008)ais ces différentes
applications donnent lieu, en plus de l'augmentataes codts de
production, a des problémes de pollution de I'esvirement.

Dans le but de réduire I'impact environnemental dida lutte
contre cette maladie et de développer une méthibemative de lutte
intégrée et plus respectueuse de I'environnemlenbuis est apparu utile
d’étudier I'impact potentiel de I'apport du Si aartanier sur sa résistance
a la cercosporiose noire, d’autant plus qu'un gfiesitif avait déja été
montré pour le pathogéne racinai@e spathiphylli Comme dans les

essais réalisés dans I'étude précédente, le aufBvande Naine (sous-
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groupe Cavendish) est utilisé dans cette étudel st susceptible a
Mycosphaerella fijiensi®t représente donc une interaction compatible
avec ce pathogéne.

Trois expériences indépendantes ont été mises ace pén
conditions contrlées et deux systemes de cultuséncts, culture
hydroponique du bananier et culture du bananigroés dans du terreau,
ont été testés. Afin de mettre en évidence touéss dotentialités
‘physiologiques’ du bananier, les essais ont éafis&s sur des plantes
adultes. Deux types d’'inoculum, sous forme de niyo€bu de conidies,
ont été testés pour évaluer les niveaux des afei&apport en silicium
selon la pression parasitaire. La teneur en siticilans les feuilles et le
développement de la maladie ont été comparés dalaquantité de
silicium apportée.

Les résultats présentés dans ce chapitre permettedémontrer
que les plantes alimentées en Si absorbent de redras significative le
silicium. Elles sont, par ailleurs, moins infectégesr M. fijiensis: la
progression de la maladie y est plus lente etlérgé moins importante.
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4.1 Abstract

The effect of silicon (Si) uptake on the susceptibof banana ‘Grande
Naine’ (AAA Cavendish subgroup) tdMycosphaerella fijiensiswvas
investigated in three experiments conducted undetralled conditions.
Plants were grown in the presence of Si or notpats adapted for a
hydroponic culture system or in pots filled withngoost. The banana
leaves were inoculated after four or six monthsptaEnt growth by
spraying conidial suspensions or by brushing mgc&lagments. The
disease progress over time was assessed using itgtiaat and
qualitative scales. At the end of each experimdisigase severity was
also analyzed using the image analysis software BSSS The Si
concentration in the leaves of plants supplied threached 10 to 28
g/kg of dry matter. The first symptoms appearedoi8l9 days after
inoculation. The disease developed more rapidly mode severely on
banana plants grown without Si than on plants segplvith Si. The
areas under disease progress curve (AUDPC) catdulat plants grown
with Si were significantly lower than the AUDPC fplants not supplied
with Si, regardless of inoculation method. SilicGupply could thus be a
valuable tool in integrated pest management agadwhsffijiensis by

reducing the disease pressure on banana.
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4.2 Introduction

Bananas are perennial giant herbs and the secostiimportant
fruit in terms of production in the world, aftertrcis (Swennen and
Rosales 1994). Banana production constitutes arnsajarce of income
and provides a vital source of food for more th@nnillion people in
Africa (Ploetz et al. 2003). Bananas and plantaires susceptible to a
wide-range of serious diseasesBlack sigatoka, caused by
Mycosphaerella fijiensidlorelet, is currently the most important disease
of banana and plantain worldwide. This airbornegalrieaf spot disease
affects the photosynthetic area of the host plaatising yield losses
estimated at 33-69 % when the disease is not dwur¢Craenen and
Ortiz 1998; Fu et al. 2010; Marin et al. 2003). §gides are used to
control the spread of infection, but are too expendor small-scale
farmers and are potentially environmentally damggifhe increase of
fungicide resistantM. fijiensis strainsin some production zones has
significantly affected the efficiency of these firides in stopping
infections (Romaro 1995). Other strategies needddodeveloped to
reduce losses due to this pathogen.

Silicon (Si) is the second-most abundant mineraineint in the
soil, after oxygen, and accounts for about 28% h& Earth’s crust
(Epstein 1994; Cai et al. 2008). It is presentihsicsacid (HsSiO,) in
soil at concentrations generally ranging from ®10t6 mM (Epstein
1994; 1999; Liang et al. 2007). Plants absorb &nfthe soil as silicic
acid when the soil solution pH is below 9 (Ma arakdhashi 2002). Si
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content in plant tissue ranges from 1 to 100 g/kdry weight (De Melo
et al. 2010; Ma and Takahashi 2002).

Based on their active, passive or exclusive Sikgtaechanisms,
plant species are classified as high-, intermediatenon accumulators,
respectively (Takahashi et al. 1990). Three trartsp® responsible for
the high capacity for Si uptake in roots or in disoof rice have been
identified by Ma et al (Ma et al. 2006; Ma et al0Z) and Yamaiji et al.
(2008).

Although silicon has not been considered an esdezigment for
higher plants, it has been shown to be beneficiathie healthy growth
and development of many plants exposed to stress. siresses that
silicon alleviates range from abiotic, such as aall metal toxicities, to
biotic, including pests and diseases (Epstein 19999; 2009; Ghareeb
2011; Liang 1999; Liang et al. 2007; Ma et al. 2080n et al. 2010). Si
reduces the severity of several economically ingrartliseases in barley,
corn, cucumber, grape, rice, strawberry and wheatnpff et al. 2007;
Nanayakkara et al. 2008; Rezende et al. 2009)cieases rice resistance
to many diseases, such as blast, brown spot, dald,ssheath blight, and
stem rot (Cai et al. 2008; Datnoff et al. 1997;teau et al. 2005). It also
enhances plant resistance to powdery mildew inelpartucumber,
tomato and wheat (Cai et al. 2008; Fauteux et @52 Ghareeb et al.
2011). However, the mechanisms of Si-induced rst& remain
unclear. Numerous studies suggest that Si perfasrfsinctions in two
ways: by the polymerization of silicic acid, leaglito the formation of
solid amorphous, hydrated silica (Hayasaka et 8082 Jones and
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Handreck 1967); and by being instrumental in thengdion of organic
defense compounds through the mediation of geneession (Epstein
2009). Most studies on disease control by silit@ve focused on
monocot plants such as rice, which can accumulatg 30 a level of
10% of shoot dry weight (Ma and Yamaji 2006).

Banana plants can have more than 2% of Si in tlo®tstiry weight
(Lahav 1995). Like rice, banana is a Si-accumulat@mmocot plant
(Henriet et al. 2006). There is little informatiohpwever, about the
potential positive effects of Si on the resistarmfebanana to plant
pathogens. The objective of this study was to rdetee whether Si
could affect the susceptibility of banana ‘Grandang’ (AA Cavendish
subgroup) taMl. fijiensis

4.3 Materials and methods
4.3.1 Plants materials and growth conditions

Tissue culture-derived plantlets of banana ‘GraNdeée’ (AAA
Cavendish subgroup) supplied by Vitropic (Montiee)l France) were
weaned (acclimatized) for 7 weeks in aerated mitreolution tanks
under the same conditions previously reported bygride et al. (2006).
After weaning, the plants were transplanted intdspadapted for a
hydroponic culture system or pots filled with corap(pH 5-6.5, organic
matter 25%, De Ceuster Meststoffen, Belgium), ddpen on the
experiment. For the two hydroponic culture expentagplantlets with
an average height of 14 cm were each transferréd 5 liter
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(Experiment 1) or 6 liter (Experiment 2) cylindricRVC pots. The
composition of the nutrient solution, in macroeletse(mM), was: 0.9
Ca (NQ),, 0.05 CaS@ 0.05 CaCl, 0.5 KCl, 0.25 KSO,, 0.05 MgSQ,
0.1 NHCI, 0.05 (NH).SO; and 0.05 NakPQ, the composition in
microelements (uUM) was, 803B0O;, 80 FeEDTANa, 8 MnG| 0.8
ZnSQ, 0.8 CuSQ and 5.6 (NH)eM07O.4 (Rufyikiri et al. 2001). Si was
supplied as silicic acid (($i0O,). The HSiOs-solution was prepared by
dissolving sodium metasilicate (p&0O;.5H,0) in demineralized water,
and leaching in an acidic cation exchanger (Amtz®li IR-120). A
concentration of 2 mM or 1.7 mM of Si (ExperimenbrlExperiment 2,
respectively) was added to the nutrient solutianpiants supplied with
Si. The nutrient solution was supplied continuousjyperistaltic pumps
at a rate of 104 mi/npot (Declerck et al. 1998). A third experiment
(Experiment 3) was performed with banana plantswgran pots
containing 6 kg of compost and watered with a eutrsolution. Every 3
days, the plants were supplied with 1000 ml ofgéme nutrient solution
in the presence of silicon (1.7 mM of Si) or noS{-®r -Si, respectively).
The plants were grown in a greenhouse with a veatumidity of 80%,
12 h daylight and a temperature of 28/25°C (dayigrhe photon flux
density at the canopy level was 446 pPE s for the Experiment 1.

The relative humidity inside the greenho use wasdrotied using
two humidifiers (CUOGHI type NEB-5000, BEPA SA, Jeppe-sur-

Sambre, Belgium).
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4.3.2 Inoculum production

Two types of inoculum, conidia and mycelial fragnsenvere
used in the experimentdhe strain (MUCL 47740) oM. fijiensis
originated from an infected banana leaf collecte@€ameroon. After 14
days of growth on potato dextrose agar (PDA) med{@éng/liter), the
fungal culture was transferred onto V8 juice a@fl0(ml V8 juice, 3 g
CaCQ, 20 g agar, Oxoid), amended with 60 mg/liter afip#in and 40
mg/liter of streptomycin sulfate after sterilization order to produce
conidia (adapted from Abadie et al. (2008)). Aftdrdays, 5 ml of water
was added to the Petri dishes and the suspensisrfilleaed through
sterile cheesecloth (1 layer, pore size of apprakgty 150 pm) to
separate the mycelium from conidia. The conidiabpsmsion was
concentrated by centrifugation at 5,000 g for 10nutes. The
concentration was determined using a Fuchs-Rodentbanting
chamber. Gelatin (1%) (MERK, Belgium) was addeth&final conidial
and mycelial fragments to facilitate inoculum adbedgo the leaf blades
(Molina-Tirado and Castano-Zapata 2003; Mourichioal €1987).

4.3.3 Inoculation procedure

Experiment 1 (hydroponic)Eight 4-month-old plants grown in
2.5 liter pots were inoculated on June 2008 by \spga0.5 ml of
suspension containing 4€onidia on two delimited areas (9 cm diameter)

or by brushing 0.3 mg of mycelial fragments on ttleer delimited areas
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(9 cm diameter) on five fully unfolded leaves ofnbaa plants. Four
plants were supplied with Si (+Si), four other ptawere not supplied
with Si (-Si) and a further four plants (2 +Si a@d-Si) were not
inoculated.

Experiment 2 (hydroponic). Eight 6-month-old bangplants
grown in 6 liter pots were inoculated on Octobed20y spraying 0.5 ml
of suspension containing 2 x *L6onidia or by brushing 0.3 mg of
mycelial fragments on three delimited areas (9 camdter) on the last
three fully unfolded leaves. Four plants were siggblwith Si (+Si
plants), four plants were not supplied with Si (p&ints) and two plants
(1+Si and 1 -Si) were not inoculated.

Experiment 3 (compost). Six 6-month-old plants weeulated
on February 2010 by spraying 0.5 ml of suspensiontaining 10
conidia on six delimited areas on three leavesedlof these plants were
supplied with Si (+Si plants), three other plantrevnot supplied with Si
(-Si plants), and a further two plants were nofcirated (1 +Si and 1 -
Si).

The relative humidity was maintained at 100% durttimg first 3
days after inoculation. Afterwards, the humiditysvaduced to 80%. To
increase the humidity, plants were placed in atiglageenhouse inside
the larger greenhouse for Experiment 3.

4.3.4 Assessment of disease progress andgmanalysis

The percentage of diseased leaf area was assessgdseven

days after inoculation for 34 (Experiment 1) to @&r 69 days
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(Experiment 3/Experiment 2) using the quantitatboale described by
Torres et al. (2000) (scale 0 to 5, where 0 = mappms and 5 = more
than 50% of the leaf affected). Disease severdyg @valuated using the
gualitative scale described by Mourichon et al8{@%or each inoculated
area (scale 1 to 5, where 1= very small spots avillameter of less than
0.5 mm, 5 = black spot with a dry, grey centerf tmanpletely necrotic).
Eight to twelve areas were inoculated per leaf estag Experiment
1/Experiment 2 respectively, on three or four @ambiut the infection of
some areas could not be analyzed due to early games or accidental
injury. The AUDPC values were calculated with theaxtitative scale
using the following equation:

n-1
AUDPC=) (% +Y.4)/2 (X1~ X;)

i=1

whereY; = disease severity at thg observation, X= time at the 4
observation, and; = number of times, i = the order index for thedsn

At the end of each experiment, the percentage sdadied areas
was also analyzed using the image analysis softfar@lant disease
quantification ASSESS (American PhytopathologicatiSty, St. Paul,
MN). Each inoculated area was scanned at a resolofi600 pixels. For
each image, the inoculated area was delimited nilgniecognition of
diseased areas was achieved for each inoculatanbgr using the hue or
intensity plane in the hue saturation intensityocapace and manually
adjusting the threshold levels until the diseaseel avas correctly

recognized by the software (Donzelli and Churci2007). The
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proportion of the inoculated area that developedmgms was assessed
for each image.

4.3.5 Determination of silicon content in plants

The total Si content in banana leaves was analijgredach experiment.
The youngest fully unrolled leaf or flag leaf waanked L1 or leaf 1 as
used by Lhomme and Jimenez (1992), the leaf umdikfore the flag
leaf was marked L2, etc. For the banana plantsvmgrm hydroponic
conditions, the five upper leaves (L1 to L5) weaenpled in Experiment
1 (4 months old) and only one leaf stage (leaf £%)rwas sampled in
Experiment 2 (6 months old). For the banana plgntsvn in compost
(Experiment 3), the Si content was measured omhtfee upper leaves of
each banana plant (L1 to L3). Leaves were drig@Da€ for 1 week. The
mineral analysis was carried out after calcinaabd50°C for 1 day and
fusion in Li-metaborate (Flux LM 100, SOCACHIM-XRS&cientific,
Belgium) + Li-tetraborate (Flux LT 100, SOCACHIMRE Scientific,
Belgium) at 1,000°C (Chao and Sanzolone 1992),ov¥ad by
dissolution using fusion beads in 2M of HiEblution. Si concentration
was measured using inductively coupled plasma-&tommission
spectrometry (ICP-AES).

4.3.6 Data analysis

Data from all the experiments were subjected tolyars of
variance (ANOVA 1) using the SAS statistical progrdversion 3.0,
SAS Institute, Cary, NC, USA). The treated mearsawcompared using
Fisher's protected least significant differencet t#d.SD, F<0.05) for
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multiple mean comparisons or using a t-test for tn@an comparisons
(P<0.05).

4.4 Results

4.4.1 Effect of Si amendment on banana plants growm
hydroponic conditions

Experiment 1. The Si concentration in the leavelasfana plants
in which the plants were inoculated after 4 montrged from 10.14 to
28.3 g/kg depending on the leaf stage, for planteraled with Si, and
from 0.18 to 0.70 g/kg for plants not supplied w8h (Table 4.1). In
plants inoculated withM. fijiensisthe first symptoms appeared 19 days
after inoculation (DAI) for both the +Si and -Sieatments. The
percentage of symptomatic area indicative of blaigjatoka increased
more rapidly on the -Si plants than on the +Si ifégure 4.1). Stage 2
of the qualitative Mourichon scale occurred at 24l for -Si plants and
at 27 DAI for +Si plants inoculated with conidiaorFplants inoculated
with mycelial fragments, Stage 2 occurred 22 DAl {8i plants and 24
DAI for +Si ones. Thirty days after inoculation,ettpercent disease
severity reached 20.5% for -Si plants and 18.8%+®r plants in the
plants inoculated with conidia. For plants inocethtwith mycelial
fragments, the percent disease severity reach&da3far +Si plants and
36.2% for -Si ones (Figure 4.1).
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Table 4.1. Silicon content (g/kg of dry matter) inthe leaves of 4-month-
old banana plants grown under a hydroponic systempefore inoculation
(Experiment 1.

Si-conc in

nutrient Si concentration in plant (g/kg)
Si solution
treatments(mM) L1 L2 L3 L4 L5 Mean
+Si 2 10.14 18.02 25.75 28.2 28.3 22.07
-Si 0 0.18 030 0.5 055 0.7 0.42
P>F 0.0079 0.0002 0.0175 <.0001 0.0164 <.0001
Y+Si= 2 mM; -Si= 0 mM, L1= the youngest fully unredl leaf or flag leaf, L2= leaf 2; L3= leixfL4= leaf 4; L5= leaf

5, n=3.
* P value from the t-test {B.05) for the comparison between the mean Si cexanations in leaves of +Si and -Si plants
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Figure 4.1. Quantitative and qualitative assessmerdf the development of
symptoms of black sigatoka on four-month old bananglants grown under
a hydroponic culture system amended with Si or noand inoculated with
conidia (A) or mycelia (B). Numbers on the curvesra the mean disease
severity values according to Mourichon scale. Vertal lines show the
standard deviations
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The AUDPC values for +Si plants were significarldyver than
those for -Si ones when inoculated with conidiab{€at.2). The AUDPC
values were lower for leaf areas inoculated withid@al suspensions
than for those inoculated with mycelial fragmentalle 4.2). At 34
DAI, the percentages of leaf-infected areas evatuaising ASSESS
were significantly higher for plants not suppliedtwSi than for + Si
plants (Table 4.3). These differences were grdateplants inoculated

with mycelia fragments as opposed to those inoedlatith conidia.
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Table 4.2. Area Under Disease Progress Curve (AUDPB@ean values for
black sigatoka of banana grown under hydroponic culre and inoculated
after 4 months (Experiment 1) or 6 months (Experimet 2) with mycelial

fragments or conidiaof M. fijiensis.

AUDPC
Inoculated with Inoculated with
conidia mycelia
-Si +Si
Leaf stage plants plants -Si plants +Si plants
Experiment 1
After 5 weeks

L1 116 85* 214 158

L2 118 82 234 160

L3 123 97 242 172

L4 106 82 227 158

L5 140 89 230° 188
Mean 120 87’ 228 168

Experiment 2
After 7 weeks

L2 152 134 286" 178

L3 118 74 199 123
Mean 161% 116 245 168

After 10 weeks

L1 593 375 696" 603

L3 39¢° 314 600" 448
Mean 506" 347 650" 522

AUDPC values followed by different letters for th@me parameter are significantly differenteP5, according to Fisher's
protected least significant different test. Mealsld line) were obtained by pooling data of akes. L1 = the youngest
fully unrolled leaf or flag leaf, L2=leaf 2; L3=d¢ 3; L4= leaf 4; L5 = leaf 5.
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Table 4.3. Percentage of infected leaf areas calatgd at the end of the
experiments by image analysis for plants grown undea hydroponic
system inoculated after 4 months (Experiment 1) or6 months
(Experiment 2) with mycelial fragments or conidiaof M. fijiensis.

Conidia Mycelium fragments as
. inoculum
as inoculum
-Si +Si
-Si plants +Si plants  plants plant
Perc
Percent Percent Percent ent
infec
Leaf stage infection infection infection tion
Experiment
1
L1 15 4 512 3g
L2 20" *h 66> 29
L3 15° g 7 32
L4 21 12 55 45
L5 23 18 52 60
Mean 19 17 607 43
Experiment
2
L1 54 43 69 61°
L3 47 43 69 7
Mean 5F 43 69 66"

Values followed by different letters for the sanagmeter are significantly  different at .05, according to Fisher's
protected least significant different test. Meansld line) were obtained by pooling data of elives. + Si=2 or 1.7
mM Si, -Si =0 mM Si, L1 = the youngest fully urled leaf or flag leaf, L2=leaf 2; L3= leaf 3; L4edf 4; L5 = leaf 5

Experiment 2. The Si amendment in the nutrienttsmiuof 6-month-

old banana plants grown under hydroponic conditited to a

concentration in leaves ranging from 14.4 to 17/8gg The Si
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concentration in leaves of plants not amended @ittanged from 1.1
to 1.2 g/kg. The Si content was therefore 15 tirnigher for +Si
plants than for -Si plants, whether or not they haeén inoculated
with M. fijiensis(Table 4.4). In plants inoculated wilh. fijiensis,the
first symptoms appeared 18 DAI for both +Si and t®atments
(Figure 4.2). The disease developed more rapidty ranre severely
on banana plants grown without Si than for planggpied with Si,
whether or not plants had been inoculated with dianor mycelial

fragments.

There was a delay in disease progress for planended with Si. In

the case of mycelial inoculation, Stage 2 on theuhbhon scale
occurred 37 DAI for -Si plants and only 48 DAI fe6&i. For plants
inoculated with conidia, Stage 2 occurred 43 DAI48i and 48 DAI

for +Si (Figure 4.2). The AUDPC values were 1.&-fimes higher
for -Si plants than for +Si plants (Table 4.2). TWdDPC values of -
Si and +Si plants differed significantly or not,pgading on the leaf
growth stage. Older leaves had a lower AUDPC véhage younger
leaves for + Si plants (Table 4.2). The diseasgnessed more rapidly
and more severely when mycelium was used as thmilunm source

(Table 4.2). The percentage of infected leaf cated by image
analysis was lower for +Si plants than for -Si pdanbut this

difference was not significant (Table 4.3).
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Table 4.4. Si concentration in leaves (g/kg of dmnatter) of 6-month-old
banana plants grown under a hydroponic system (Expanent 2)”.

Si-conc in Si
nutrient M. fijiensis  concentration
Silicon solution
treatment (mM) inoculation in leaves (g/kg)
+Si 1.7 - 14.4
+Si 1.7 + 17.6
-Si 0 - 1.1
-Si 0 + 1.2
P>F 0.05

Y+Si=1.7 mM, -Si = 0 mM.

? P value from the t-test £B.05) for the comparison between the mean Si cdraténs in leaves of +Si and -Si
inoculated plants.
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Figure 4.2. Quantitative and qualitative assessmertf the development
of symptoms of black sigatoka on six-month old banms plants grown
under a hydroponic culture system amended with Si ronot and

inoculated with conidia (A) or mycelia (B) (Experiment 2). Numbers on
the curves are the mean disease severity values acting to Mourichon

scale. Vertical lines show the standard deviations.
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4.4.2 Effect of Si amendment on banana plants growim
compost.

Experiment 3The Si concentration in leaves of 6-month-old banan
plants grown in compost amended with Si reachednnwedues of
between 17.1 and 22.6 g/kg, depending on the leafth stage
(Table 4.5). These values are in the same rangbeasalues of Si
concentration obtained for plants in hydroponiausoh (Table 4.4).
The mean Si concentration of plants in pots notraled with Si
varied from 1.2 to 1.8 g/kg (Table 4.5), which icates that the
compost provide negligible plant available Si te tplants. These
values are slightly higher than those obtainedforana plants grown
in hydroponic solution without Si (Table 4.4). Yauteaves had a
lower Si content than older leaves. The first syon@ of black
sigatoka appeared 18 DAI on banana plants, whethaot they had
been amended with Si (Figure 4.3). At 67 DAI, trergent disease
reached 39.5% for +Si plants and 68.9% for -Si tsldRigure 4.3).
Stage 2 of symptom development occurred 26 DAF&plants and
at 41 DAI for + Si plants (Figure 4.3). The AUDP@lwes calculated
for each leaf separately or for the whole inoculateaves were
significantly higher (from 1.7 to 2.0 times) fori48ants than for +Si
plants (Table 4.6). The percent disease calculayeonage analysis
was significantly greater for plants not suppliedhwSi than for Si-

supplied plants (Table 4.7).
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In the third experiment, black sigatoka progressedre
intensively in plants grown in compost than in lomlnic solution.
The percent disease on banana plants grown in cingqomditions
reached 70% after 67 DAI, as opposed to 30% aféeDAl in the
hydroponic system. The severity of the diseasehexhthe last stage
(Stage 5) of symptom development 67 DAI, wheredg stage 3 was
reached in the hydroponic system (Figures 4.2 aBid 4
Table 4.5. Si concentration in leaves (g/kg of dmnatter) of 6-month-old

banana plants grown in pots filled with compost (Egeriment 3.

Si conc. in leaf
(g/kg of dry matter)

In leaf
Silicon Solution
treatment (mM) Inoculation L1 L2 L3 In plant
+Si 1.7 - 175 nd 226 20.0
+Si 1.7 + 17.3 171 216 18.7
-Si 0 - 1.2 nd 16 1.4
-Si 0 + 14 14 1.8 1.5
P>F 0.0060.009 0.02 <.0001

YMean of three plants for plants inoculated withfijiensis data of one plant for plant not inoculate8i = 1.7 mM,
-Si =0 mM, L1 = the youngest fully unrolled leafftag leaf, L2=leaf 2; L3= leaf 3, nd= no data

? P value from the t-test €P.05) for the comparison between the mean Siconcentrations in leaves of +Si and -Si
inoculated plants.
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Figure 4.3. Quantitative and qualitative assessmerdf the development
of symptoms of black sigatoka on banana plants grawin compost filled
pots amended or not with Si and inoculated (Experirant 3). Numbers
on the curves are the mean disease severity valuegcording to
Mourichon scale. Vertical lines show the standardeviations
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Table 4.6. Area Under Disease Progress Curve (AUDRG@nean values
for black sigatoka of six month old banana plants gwn in compost
filled pots and inoculated with conidiaof M. fijiensis (Experiments 3).

Leaf AUDPC AUDPC

growth for -Si For +Si
Time scale stage plants plants
After 7 weeks L1 191 oF

L2 218 108

L3 279 167

Mean 229 124
After 10 weeks L1 793 437

L2 813 447

Mean 803 439

AUDPC values followed by different numbers in a sarow are significantly different atdB.05 according to Fisher’s
protected least significant different test. Meamsiq line) were obtained by pooling data of alMes.
L1 = the youngest fully unrolled leaf or flag leaR=leaf 2; L3= leaf 3.

Table 4.7. Percent disease calculated at the end thie experiment by
image analysis for banana plants grown in compostilied pots and
inoculated after six months with conidiaof M. fijiensis (Experiment 3.

Percent disease

Leaf growth

stage -Si plants +Si plants P>F
L1 85 46 0.0007
L2 53 43 0.49
Mean 72 45 0.43

Y+ Si=1.7 mM, -Si = 0 mM, L1 = the youngest fullprolled leaf or flag leaf, L2=leaf 2
P value from the t-test £@.05) for the comparison between the percent disebisSi and
-Si plants. Means (bold line) were obtained bglimy data of all leaves.
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4.5 Discussion

In hydroponic conditions or compost, the Si sugplgrowing
banana plants led to an increase in Si concentratithe plant leaves,
reaching values of 1% to 3% Si dry weight. Thesallts confirmed
findings from previous studies, which establishiedt tbanana is a Si
accumulator (Henriet et al. 2006). In the two adtaystems tested in
this study, the Si content in Si-supplied plants wamparable.

In the three experiments, Si supply was not astatiaith an
increase in the incubation time bf. fijiensis on banana leaves. A
previous study by Rodrigues et al. (2001) showedsdme results for
Rhizoctonia solanin rice. These authors did not observe any efféct
Si on the length of the incubation period of shehlight in rice
probably becausR. solaniis able to penetrate the stomata. The same
explanation might be true favl. fijiensis, since this pathogen also
penetrates via the stomata (Balint-Kurti et al. 200

Despite the lack of any effect on incubation tirtey addition
of Si to the nutrient solution used to grow bangants under
controlled conditions reduced percent disease aldyed disease
development of black sigatoka. These results cmefit numerous
observations made on the beneficial role of Si mnatots (Rémus-
Borel et al. 2005). Nutrient solution concentragoof 1.7 mM Si
were found to produce optimum disease reductionn@diés et al.
1991). According to Guével et al. (2007), root &milons of

potassium silicate at a concentration of 1.7 mMegthe best results
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in terms of Si absorption and powdery mildew cont& application
has been shown to suppress disease in cucurbggddny foliar and
soilborne pathogens (Bélanger et al. 2003) and dduge the
susceptibility of rice to various pathogens (Brwsnet al. 2009;
Datnoff et al. 1997). In the case of banana, itlean shown that Si
amendment had a positive effect on plants infectbg
Cylindrocladium spathiphylliVermeire et al. 2011). However, the
mechanistic basis for this observation is uncledwo main
hypotheses have been proposed to explain the amesestof Si-
amended plants to infection by fungal pathogensurfBigs et al.
2009). One hypothesis proposed that Si could aclaimin the leaves
and thereby interfere with pathogen’s penetratisnaaresult of a
mechanical barrier (Cai et al. 2008; Kim et al. 200This is
contradicted by other reports, suggesting that Bhtnmediate the
natural defense mechanisms of the plant (Bélangat. 4995; Fawe
et al. 1998; Samuels et al. 1991; Sun et al. 20hGhe present study,
the older leaves of banana plants grown under Ipgiic conditions
were less susceptible to infection B fijiensis in six-month old
plants but not four-month old plants. It is knowhatt the Si
distribution in shoot organs closely follows the nuuated
transpiration of these organs, which is a funcbbtheir transpiration
rate and their age (Jones and Handreck 1967)helcase of banana,
Henriet et al. (2006) showed that Si concentrati@s higher in the
older leaves than in comparison to younger oneso#ling to these
authors, the Si distribution in the banana platib¥es the sequence
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roots<pseudostem<leaves. Within the leaf, a strgngdient is
observed following the order petiole < midrid <emtal part of the
lamina < external part of lamina (Henriet et alO@D The higher
resistance of older leaves fijiensiswould suggest that Si acts as a
physical or physiological barrier agairdt fijiensisinfection (Kim et
al. 2002). This barrier would act at or after thengtration of the
fungus into the leaf sinc®l. fijiensis penetrates through stomata.
However, this higher resistance was not apparentoiar-month old
banana plants grown in hydroponic conditions ordiants grown in
compost where the older leaves were more suscepolll. fijiensis
than the younger ones.

This contradiction has been observed by numerotisoesu
(Fauteux et al. 2005; Fawe et al. 2001) and suggistt another
mechanism might be at play, possibly the involvelh@@nSi in host
defense responses, as proposed in some studieg (Eaal. 2001;
Ghareeb et al. 2011; Hammerschmidt 2011; Menzieal.efl991,
Rodrigues et al. 2004). Fawe et al. (Fawe et @8)3uggested that
silicon is involved in the increased resistanca bbst to pathogens by
enhancing the activity of antifungal compounds hsas phytoalexins.
Factors other than Si could also account for th#emnce in
susceptibility to black sigatoka, depending on gafvth stage. In the
case of infection of banana . fijiensis Jacome and Schuh (1992;
1993) reported that older leaves were more sudieptivhereas
Romero (1995) observed that younger leaves were masceptible
than older ones. These contradictions are reflaéatedr experiments.
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Infection pressure, environmental conditions andnplage might
explain some of these observed differences.

The comparison of two inoculation methods showedt th
inoculation with mycelia fragments resulted in hegldisease severity
than the use of a conidial suspension. A similaultevas observed by
Twizeyimana et al. (2007), who reported that inatoh ofin vitro
plantlets of banana with mycelia fragments cauggaficantly higher
levels of black sigatoka disease and faster ratetisease progress
compared with using conidial suspensions. Howevéngy
recommended conidial inoculum over mycelial fragtedrecause of
the difficulty in quantifying and standardizing ammtrations of
mycelia fragments. In the present study, both mgcahd conidia
were used because of the difficulty in producinghhconcentrations
of conidia.

The results presented herein suggest that Si lkegsatiential to
reduce the severity of black sigatoka developmedt @uld help in

enhancing disease control, especially in combinatitth fungicides.
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