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Résumé
La banane est une ressource importante au niveau mondial, principalement en termes de sécurité
alimentaire et pour la prospérité économique et sociale de nombreuses économies. Pourtant, elle est
menacée par la maladie de Panama causée par Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Ce travail a pour
but de réaliser un état des lieux de la présence de ce pathogène, des connaissances sur la maladie et
sur sa gestion dans la région productrice de bananes du département de Cochabamba en Bolivie.
L’étude a été réalisée via la détection PCR sur 27 échantillons provenant de prélèvements sur des
pseudo-troncs de bananiers, ainsi que via la réalisation d’entretiens semi-directifs. Les résultats
concluent, d’une part, que la race 1 et la race tropicale 4 n’ont pas pu être mises en évidence. D’autre
part, que les connaissances des acteur.rices de la filière bananière ne sont pas suffisantes que pour
réaliser des diagnostics de terrain fiables. Cependant, leurs connaissances ne sont pas nulles, au
contraire, le potentiel pour la mise en place de mesures de prévention que les personnes cibles
pourront intégrer rapidement est grand. Dans cette perspective, des conseils de gestion sont avancés.

Mots-clés : Fusarium oxysporum f. sp. cubense, détection moléculaire, PCR, entretien
semi-directif, conseil de gestion, prévention, gestion

Abstract
Bananas are an important global resource, mainly in terms of food security and for the economic and
social prosperity of many economies. However, it is threatened by Panama disease caused by
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. The aim of this study is to assess the presence of this pathogen,
the knowledge of the disease and its management in the banana-producing region of the department of
Cochabamba in Bolivia. The study was carried out using PCR detection on 27 samples taken from
banana pseudostems, as well as semi-structured interviews. The results conclude that, on one hand,
race 1 and tropical race 4 could not be detected. On the other hand, the knowledge of the banana
sector stakeholders is not sufficient to make reliable field diagnoses. However, their knowledge is not
nil, on the contrary, the potential for the implementation of prevention measures that the stakeholders
will be able to integrate quickly is great. In this perspective, management advice is put forward.

Keywords : Fusarium oxysporum f. sp. cubense, molecular detection, PCR, semi-structured
interview, management advice, prevention, management

Resumen
El plátano y el banano son un importante recurso mundial, sobre todo en términos de seguridad
alimentaria y para la prosperidad económica y social de muchas economías. Sin embargo, están
amenazados por la enfermedad de Panamá causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense. El
objetivo del presente estudio es evaluar tanto la presencia de este patógeno como el conocimiento de
la enfermedad y su manejo en la región productora de banano del departamento de Cochabamba en
Bolivia. El estudio se llevó a cabo mediante la detección por PCR de 27 muestras tomadas de
pseudotallos de plátano y banano, así como mediante entrevistas semiestructuradas. Los resultados
concluyen que, por un lado, la raza 1 y la raza tropical 4 no pudieron ser detectadas. Por otra parte, los
conocimientos actuales de los protagonistas del sector del plátano y del banano no son suficientes para
permitirles realizar diagnósticos de campo fiables. Sin embargo, dichos conocimientos no son nulos,
al contrario, el potencial de aplicación de medidas de prevención que los protagonistas podrán integrar
rápidamente es grande. Desde esta perspectiva, se proponen consejos de gestión.

Palabras claves : Fusarium oxysporum f. sp. cubense, detección molecular, PCR, entrevista
semiestructurada, consejos de gestión, prevención, gestión
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Abréviations
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= Centre de la
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COVID-19 Coronavirus disease
2019

= Maladie à
coronavirus 2019

R1 Fusarium oxysporum f. sp.
cubense race 1

CTAB Cetyltrimethylammoni
um bromide

= Bromure de
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um

R2 Fusarium oxysporum f. sp.
cubense race 2

EDTA Ethylenediamine
tetraacetic acid

= Acide éthylène
diamine tétra-acétique

R4 Fusarium oxysporum f. sp.
cubense race 4

FAO Food and Agriculture
Organization

= Organisation pour
l'Alimentation et

l'Agriculture

RCF Relative centrifugal force
= Force centrifuge relative

Foc Fusarium oxysporum
f. sp. cubense

SENASAG Servicio Nacional de Sanidad
Agropecuaria e Inocuidad

= Service national de santé et
de sécurité agricole

FONADIN Fondo Nacional de
Desarrollo Integral

= Fonds national pour
le développement

intégral

ST4 Fusarium oxysporum f. sp.
cubense subtropical race 4
= Foc race subtropicale 4
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= Université
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LOD Limit Of Detection
= Limite de détection
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0. Introduction
Le blé, le riz, les légumineuses et les fruits, oléagineux ou non, constituent la majorité des ressources
alimentaires végétales dans le monde. Parmi les fruits, la banane représente un aliment de base très
largement distribué et consommé tant sous les tropiques que dans les pays du Nord.1–3 Le bananier est
une culture de rente essentielle et la banane, qu’elle soit de dessert, à cuire, voire à bière, est
indispensable dans la diète de nombreuses populations.1,4,5 Elle constitue également une des premières
ressources nutritionnelles pour le.la jeune enfant après sa période d’allaitement.6 Domestiqué en
plantations ou à l’état sauvage, il est soumis à la pression de nombreux bio-agresseurs 7 tels que des
maladies fongiques dont la maladie de Panama et des cercosporioses, des maladies bactériennes dont
la maladie de Moko ou flétrissement bactérien et virales dont le banana bunchy top virus (BBTV) et
des mosaïques.4,8,9 Charançons et nématodes ainsi que les ennemis souterrains accentuent cette
pression.8–10 En outre, les fruits sont également susceptibles d’être dégradés après la récolte 8–10. La «
pression biologique » sur la banane est donc forte, complexe et surtout, multifactorielle.

Comme introduit ci-dessus, la maladie de Panama est causée par le Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (E.F.Sm.) W.C.Snyder & H.N.Hanser11, 1940 (Foc) dont les différentes races (1, 2 et 4) ont
été identifiées (voir Tableau X).12–14 Une fois atteint, le bananier présente des dégâts vasculaires
pouvant aboutir à la mort du plant et à la perte totale de rendement au niveau de la bananeraie.9,15,16

Durant le 20ème siècle, la race 1 (R1) du pathogène a causé la quasi disparition de la variété de
banane la plus commercialisée de l’époque, la Gros Michel.4,17,18 De nos jours, nous faisons face à une
nouvelle menace, la race 4 (R4), qui s’attaque à 80% des cultivars du monde 4,16 et qui est reconnue
comme l’un des champignons les plus agressifs et destructeurs de l’histoire de l’agriculture.16 Les
seules méthodes de prévention et de gestion actuelles et efficaces sont la détection précoce et la mise
au point de variétés résistantes.19–21

La Bolivie est menacée par l’arrivée de la race tropicale 4 (TR4), depuis qu’elle a été détectée en 2021
de l’autre côté de ses frontières, au Pérou.22–24 Et, bien que la présence de la race 1 dans le pays ait été
mentionnée,25–27 aucune détection moléculaire de Foc n’a encore été réalisée sur le territoire. De plus,
le niveau de connaissance des acteur.rices de la filière bananière sur la maladie et sa gestion n’est pas
connu. Le présent travail a vu le jour suite à la demande de l'union bananière (UNIBAN) du
département de Cochabamba d'établir un état des lieux de la maladie dans la zone. Le but étant
d’identifier les différentes races de Foc présentes sous les Tropiques de Cochabamba, avec des outils
de détection accessibles, et d’évaluer les connaissances des acteur.rices sur cette maladie, afin de
pouvoir proposer des conseils de gestion en adéquation avec la réalité sur place. À cette fin, des
observations visuelles, des prélèvements et des entretiens sur le terrain ainsi que des outils de la
biologie moléculaire ont été mis en œuvre.

En premier lieu, le contexte de la recherche, de même qu’une analyse bibliographique sont envisagés
(Ch. 1) et les objectifs du travail sont précisés (Ch. 2). Ensuite, les outils nécessaires à la recherche
sont décrits, optimisés (Ch. 3) puis appliqués.

Finalement, les résultats sont présentés (Ch. 4) et les procédures développées et appliquées sont
discutées (Ch. 4). Il s’agit aussi d’évaluer les possibilités d’appliquer les techniques de diagnostic
développées et les possibilités de mesures de prévention et de gestion à mettre en place en Bolivie. A
ce sujet, les conclusions assorties de perspectives associées au présent travail sont intégrées au
chapitre 5.
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1. Contexte

1.1. L’importance de la banane dans le monde
Les bananiers sont des herbes géantes appartenant au genre Musa spp. dont le pseudo-tronc, nommé
stipe, résulte de l’emboîtement des gaines foliaires.1 Il en existe plus de 1200 variétés.1,15 Les
bananiers cultivés sont généralement des clones triploïdes qui produisent des fruits comestibles,
stériles et parthénocarpiques.1 Il faut différencier les bananes dessert et les bananes à cuire. Les
bananes dessert sont habituellement mangées crues et représentent 57% de la production mondiale.
Elles sont exportées à raison de 97%,1 avec 99% de Cavendish (AAA) sur le marché international.4,21

Les bananes à cuire sont habituellement cuisinées 1 et représentent le reste de la production mondiale
(43%) et du marché international (3%). Elles prennent notamment en compte les plantains (AAB).

La banane est le cinquième produit agricole au monde après les céréales, le sucre, le café et le cacao
28,29 et le deuxième fruit le plus exporté après les agrumes, en termes de valeur et de quantité.28,30 Les
plus importants pays producteurs et consommateurs sont l’Inde, la Chine et l’Indonésie.2,3,31 En 2015,
environ 5,6 millions d’hectares étaient cultivés dans le monde,3 répartis sur 5 continents et 135
pays.1,21 En 2020, 117,9 millions de tonnes étaient produites,3 avec un volume d'échange à
l’international d’environ 20 millions de tonnes par an (entre 2015 et 2021).7

Près de 90% de la production de ce produit est issue de petit.e.s producteur.rices qui le vendent sur les
marchés locaux ou l'utilisent pour leur consommation domestique.1,4,32 Par ailleurs, des études menées
dans dix pays producteurs ont montré que les revenus tirés de cette culture peuvent représenter
environ trois quarts du revenu mensuel total des ménages des petits exploitants.21,33 Ce sont donc
environ 400 millions de personnes qui dépendent de la banane comme ressource alimentaire et
financière,4,5,16 principalement en Afrique, en Asie, en Amérique du Sud et Centrale,17 avec une valeur
de vente au détail estimée à 22,5 milliards de USD en 2016.5

La banane est donc une ressource importante au niveau mondial, principalement en termes de sécurité
alimentaire et pour la prospérité économique et sociale de nombreuses économies. Pourtant, la
production bananière est constamment menacée, notamment par des stress biotiques et abiotiques tels
que des conditions météorologiques particulières 7 ou l’émergence de nouveaux pathogènes. Cela
s’avère d’autant plus problématique que, en raison de sa faible diversité génétique, c’est une culture
peu résiliente aux stress. En effet, le sous-groupe Cavendish représente 50% de la production
mondiale 16,34 et la majorité des cultivars sont clonaux. De plus, la production à destination du marché
international est souvent réalisée en monoculture intensive.1

La production peut également être affectée par des perturbations du commerce mondial, comme celles
qui ont pu être observées pendant la pandémie du COVID-19 ou celles qui sont actuellement causées
par l’invasion de l’Ukraine par la Russie. Ces évènements ont conduit à des diminutions de la
demande d’importation, des hausses des prix des matières premières des fertilisants, ou encore à une
pénurie de conteneurs réfrigérés, parallèlement à une hausse substantielle des coûts de transport
mondiaux.7

Continuer à soutenir et à améliorer des systèmes de culture, tels que la banane, afin de les rendre plus
résilients face aux différentes menaces, est donc un enjeu de taille afin de pouvoir espérer assurer un
revenu à de nombreux.ses acteur.rices de cette filière et espérer nourrir l’ensemble de la population du
globe, à une époque où encore 820 millions de personnes souffrent de la faim et où 2 milliards de
personnes supplémentaires devraient être sous-alimentées d’ici 2050.16
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1.2. Fusarium Wilt
1.2.1. Taxonomie et phylogénie
Domaine : Eukaryota
Règne : Fungi
Phylum : Ascomycota
Classe : Ascomycètes
Sous-classe: Sordariomycetidae
Ordre: Hypocreales
Famille: Nectriaceae
Genre: Fusarium.
Espèce: Fusarium oxysporum f. sp. cubense
4,22

Le genre Fusarium spp. est différencié en plusieurs espèces par rapport à des caractéristiques
morphologiques.14

L’espèce Fusarium oxysporum est divisée en groupes qui infectent des espèces végétales spécifiques,
les formes spécialisées.4,13,14 La forma specialis (f. sp.) “cubense” représente les populations de cette
espèce qui sont pathogènes des Musa spp..14

Il existe 3 races de Foc, qui sont définies en fonction de leur pathogénicité par rapport à différents
cultivars de bananes (Tableau 1).12,13,32 C’est le seul critère qui permet de différencier les races, leur
biologie et leur symptomatologie étant similaires (voir 1.2.3.). Les 3 races peuvent donc être
rassemblées sous les termes Foc, maladie de Panama ou Fusarium Wilt dans le reste du travail.

Tableau 1 : Caractéristiques des différentes races de Foc

Races (Groupes de) Cultivars
sensibles

(Groupe de)
Cultivar
résistants

Particularités

Foc race 1
(R1)

Gros Michel (AAA)
Silk (AAB)

Maqueno (AAB)
Pome (AAB)
Prata (AAB)

Lady Finger (AAB)
Pisang Awak (ABB)

Bluggoe (ABB)

Cavendish

Foc race 2
(R2) Bluggoe (ABB) Cavendish

Foc race 4
(R4)

Foc race tropicale 4
(TR4)

Cavendish
Gros Michel (AAA)

Silk (AAB)
Maqueno (AAB)

Pome (AAB)
Prata (AAB)

Lady Finger (AAB)
Pisang Awak (ABB)

Bluggoe (ABB)

Affecte les cultivars en
zone tropicale et

subtropicale

Est plus agressif que STR4

Foc race subtropicale 4

Affecte les cultivars en
zone subtropicale

En conditions de stress
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(STR4) abiotique comme :
température basses,

engorgements d’eau et
sécheresses

4,12,32,35,36

1.2.2. Biologie et cycle
En l'absence de tissus vivants de l'hôte, le pathogène Foc est capable de survivre sous forme de
chlamydospores dans des tissus précédemment colonisés et jusqu’à 30 ans dans le sol,36 à l’état latent
ou comme endophyte des hôtes sauvages (ex : Heliconia spp.).4 Sa longue période de latence induit
souvent une détection tardive par rapport à son introduction.4

La dissémination peut se faire via du matériel végétal infecté de plantation ou de débris transportés sur
la parcelle, via le sol et la dispersion de particules attachées à des outils agricoles, des chaussures, ou
des animaux.4,15,32 L’eau de drainage, d’irrigation ou de ruissellement; le vent, les orages,4,16 ainsi que
certains insectes comme Cosmopolites sordidus (Germar, 1823)37,38 sont également des vecteurs de
propagation.

Lorsque la plante meurt, le champignon se retire du xylème et occupe d’autres tissus afin de former
les chlamydospores qui retourneront au sol.15

1.2.3. Symptomatologie
La maladie de Panama est une maladie du système vasculaire, qui induit le pourrissement et le
colmatage de celui-ci,16 compliquant l’alimentation en eau et en nutriments de la plante.

Les symptômes externes (Figure 1a) se traduisent par une chlorose et un flétrissement des feuilles en
partant des plus anciennes (bas) jusqu’aux plus jeunes (haut),4,9,15 et qui débute généralement à partir
des bordures.4,9 Le flétrissement induit la déformation des feuilles, parfois le pétiole va jusqu’à se
briser,4,9,15 laissant les feuilles touchées pendantes, et créant une “jupe” de feuilles mortes autour du
pseudo-tronc.4 Un dernier symptôme externe qui peut être observé est le fendillement de la
pseudo-tige à sa base.4 Une identification de la maladie ne peut se réaliser que via l’observation des
symptômes externes,9 car ceux-ci ne sont pas spécifiques. De fait, ces symptômes peuvent également
être exprimés suite à des stress biotiques (ex: flétrissement bactérien, Cosmopolites sordidus) et
abiotiques (ex : engorgements d’eau, carence en nutriments),9 L’identification doit également prendre
en compte les symptômes internes 9 et une identification via isolement ou détection moléculaire.

Les symptômes internes (Figure 1b) sont plus caractéristiques et se manifestent dans le pseudo-tronc
et le rhizome, quel que soit le cultivar infecté.9 Les lésions dans le pseudo-tronc sont d’abord
jaunâtres-rougeâtres et limitées au xylème, puis s'assombrissent avec le temps, évoluant
continuellement vers l’apex.9 La tige du régime sera cependant toujours épargnée de lésions et aucun
symptôme n’est retrouvé sur les fruits.4,9 Le rhizome quant à lui présente une décoloration jaune à
rouge foncé, qui commence généralement sur les bords.9

18

https://www.zotero.org/google-docs/?rCKfjR
https://www.zotero.org/google-docs/?eB1xxx
https://www.zotero.org/google-docs/?LbHb4H
https://www.zotero.org/google-docs/?3wmBiC
https://www.zotero.org/google-docs/?4wYFD8
https://www.zotero.org/google-docs/?tXh1qR
https://www.zotero.org/google-docs/?8AfsDz
https://www.zotero.org/google-docs/?a3J2W6
https://www.zotero.org/google-docs/?vIawCc
https://www.zotero.org/google-docs/?Vz4GHr
https://www.zotero.org/google-docs/?yjk7mZ
https://www.zotero.org/google-docs/?3nWRTn
https://www.zotero.org/google-docs/?8RpkyX
https://www.zotero.org/google-docs/?quBNiU
https://www.zotero.org/google-docs/?QTME8b
https://www.zotero.org/google-docs/?Yo0QJY
https://www.zotero.org/google-docs/?STnToI
https://www.zotero.org/google-docs/?dFQNFp
https://www.zotero.org/google-docs/?NmWdMr
https://www.zotero.org/google-docs/?xG98Ut
https://www.zotero.org/google-docs/?th40A9


Figure 1 : Symptômes de Fusarium oxysporum f. sp. cubense sur des plants du clone de bananier
'Manzano' (a) Les premiers symptômes externes du Fusarium Wilt sont la chlorose et la mort des
feuilles les plus anciennes, qui se courbent et s'effondrent généralement contre la pseudo-tige. (b)
Décoloration interne brune à rouge du système vasculaire.
Sources : Olivares et al.23 [Photos de Gustavo Martínez]

1.2.4. Histoire et distribution géographique
Avant que la Cavendish ne soit le groupe de cultivars le plus cultivé dans le monde, ce rôle revenait au
groupe Gros Michel, jusqu’à ce qu’il soit éradiqué par le Foc race 1 entre 1935 et 1965.4,15,17 Il devint
alors urgent de trouver de nouveaux cultivars résistants,18 menant à l’implantation de la Cavendish.
Malheureusement, à partir de 1990 sont réapparus des symptômes inquiétants associés à Foc en Asie
du Sud-Est,4,17,39 annonçant l’arrivée de la race 4. Plus de 80% de la production mondiale de bananes
serait basés sur du matériel génétique sensible à la TR4,4,16 les Cavendish ne faisant pas exception. Par
conséquent, la race 4 est considérée comme la plus menaçante pour la production mondiale de
bananes 35,39 et donc, pour la sécurité alimentaire de millions de personnes.

Après sa première détection en Asie, la TR4 s’est dispersée jusqu’en Afrique en 2013 et puis est
arrivée en Amérique Latine en 2019, d’où provient environ deux tiers du commerce mondial de
bananes.16 De nos jours, la TR4 a été détectée dans 17 pays producteurs (Figure 2).33
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Figure 2 : Distribution géographique des différentes races de Fusarium oxysporun f. sp. cubense.
Sources : Olivares et al. 23

1.2.5. Description des dégâts
Lorsque la plante est malade, les fruits ne se développent pas entièrement et la plante va jusqu’à
mourir.15 Au niveau du champ, le Foc peut détruire l’ensemble de la culture et provoquer une perte
totale de rendements.21,22

On estime que durant la première moitié du 20ème siècle, plus de 40 000 ha de Gros Michel ont été
détruits par la race 1.4 Les pertes engendrées, rien que pour les compagnies d’exportation
commercialisant la Gros Michel, ont été estimées à 2,3 milliards de USD.4

En ce qui concerne la TR4, le coût annuel causé par cette race a été calculé pour certains pays qui ont
connu des épidémies. En Malaisie par exemple, la perte annuelle a été calculée à 14,1 millions USD.22

En Indonésie, la valeur estimée des pertes est de 21 millions USD 22 et à Taïwan de 253,3 millions
USD.22
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Finalement, il faut bien prendre en compte que, même si l'impact économique de la maladie sur
l'industrie est bien connu, son impact sur l'agriculture de subsistance n'est que peu documenté.4 Dès
lors, les dégâts estimés sont sous-évalués, et les dégâts réels sont assurément plus importants.

1.2.6. Gestion et mesures de lutte
Une fois que le pathogène est dans le sol, il n’existe pas de traitement phytosanitaire conventionnel
efficace, car le champignon est dès lors inatteignable.21

Par conséquent, les méthodes de lutte utilisées sont : la diversification des cultures 19 et une meilleure
utilisation des ressources génétiques disponibles afin d’établir une résilience sur le long terme.20,21

L'application de mesures strictes de biosécurité ainsi que la détection précoce, la destruction rapide
des bananiers infectés et les restrictions dans les exploitations, telles que la mise en quarantaine des
zones infectées, sont les seuls moyens de gérer et de contenir la maladie.21 Un soutien est nécessaire
pour la gestion et le confinement de la maladie dans les pays touchés. Dans cette perspective, la
collaboration internationale et l'action locale sont essentielles.21

1.3. La banane en Bolivie et dans les Tropiques de Cochabamba
1.3.1. L’importance de la banane en Bolivie
L'importance de la banane en Bolivie est d’ordre social et économique. La banane à cuire est la
quatrième culture alimentaire la plus importante dans le pays, après le riz, le blé et le maïs.27 Elle
constitue l’aliment principal pour de nombreuses familles dans les communautés de Cochabamba,
Santa Cruz et Beni.27 Sa consommation annuelle par habitant est de 100 kg.27 La culture de la banane
dessert, quant à elle, se développe depuis une trentaine d’années sur le marché national et
international, sa culture est principalement localisée dans le département de Cochabamba. En 2017, la
superficie cultivée en bananes sur le territoire bolivien était de 60 298 ha, avec 19 837 ha de bananes
dessert et 40 461 ha de bananes à cuire.41–43

1.3.2. La culture de banane dans les Tropiques de Cochabamba
Le département de Cochabamba se trouve au centre du pays, et sa zone tropicale au Nord du
département, entre les provinces du Chapare, Tiraque, Carrasco et Ayopaya.26 Les précipitations
annuelles sont comprises entre 2200 à 4000 mm et la température moyenne est de 24°C.26 La région
présente un climat tropical humide et tropical humide avec période sèche (Figure 3).

La culture de banane a pris de l’importance dans la région à partir de 1990 via l’intervention étatique
du Programme de Développement Alternatif.6,44 Celui-ci avait pour but de promouvoir des cultures
alternatives à la production de coca, destinée à la production illégale de cocaïne, ce marché illicite
représentant, à l’époque, plus de 600 millions de USD.45 La promotion de la culture bananière a été
réalisée, entre autres, via l’introduction de vitroplants de Grande Naine et Williams et via l’apport
d’assistance technique et d’infrastructures telles que des empaqueteuses.6

Les principaux lieux de production de la région sont désormais : Entre Rios, Shinahota, Villa Tunari,
Chimoré et Puerto Villarroel (Figure 4).6,27,44 La superficie cultivée en bananes dessert est d’environ
16 210 hectares avec 6 210 hectares de bananes destinées à l’exportation 44 et 10 000 hectares
destinées au marché national.46 La superficie de bananes à cuire était de 10 825 hectares en 2013.47 On
peut donc supposer que la superficie totale cultivée en bananes dans la zone serait actuellement
d’environ 26 000 hectares. Faisant des Tropiques de Cochabamba la principale zone productrice de
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bananes d’exportation de la Bolivie,27 avec un volume de 120 000 tonnes exportées et 6,5 millions
USD de revenus par an.44,48 Le marché externe se concentre à plus de 90% en Argentine.44

Il semble pertinent de signaler que le maintien de la production bananière dans la région de
Cochabamba revêt une importance insoupçonnée. Si la TR4 venait à faire des ravages, la culture de
banane pour l’exportation pourrait diminuer au profit d’un retour vers la production de coca,
beaucoup plus lucrative. Cette dérive serait inévitablement liée à une augmentation du narcotrafic et
donc de toutes les insécurités qui lui sont liées. La culture de la banane à cuire serait également à
risque, limitant l'accès à cette ressource alimentaire pour de nombreuses familles boliviennes.

Figure 3 : Carte de classification climatique du
département de Cochabamba selon Köppen
Légende : Tropical toujours humide (Af), tropical
humide avec une courte sécheresse (Am), savane
tropicale avec hiver sec (Aw), steppe avec hiver sec
et froid (Bsk), steppe avec hiver sec et chaud (Bsh),
subtropical sans saison sèche (Cfa), tempéré avec
hiver chaud et sec (Cwa), tempéré avec hiver froid
et sec (Cwb), tempéré avec hiver humide (Cfb)
Sources : Villarpando,49

Figure 4 : Carte d’utilisation actuelle du sol du département de Cochabamba
Sources : Villarpando,49

Figure 5 : Parcelles visitées dans le cadre de l’investigation
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2. Objectifs
L’objectif général de ce travail est de contribuer à la résilience des systèmes bananiers et plus
particulièrement aux systèmes bananiers des tropiques de Cochabamba en Bolivie.

La banane est une ressource alimentaire importante et un secteur économique florissant pour la
Bolivie. Et alors que la race TR4 gagne du terrain et pose de sérieux problèmes de biosécurité sur tout
le globe, aucune étude n’a encore été réalisée sur ce pathogène dans ce pays. Ce travail répond à une
demande des producteur.rices et exportateur.rices de banane de la zone et de l’UMSS de réaliser un
premier état des lieux de la présence du pathogène dans la zone et également d’évaluer les
connaissances des acteurs de la filière sur la maladie et sur sa gestion dans une optique de conseil de
gestion.

3. Matériel et méthode

3.1. Matériel et méthode de terrain
3.1.1. Zone étudiée
La zone d’étude s’étend sur les tropiques du département de Cochabamba et plus particulièrement
dans la partie agricole de la zone qui se trouve principalement le long de la route nationale 4 reliant
les villes de Cochabamba et Santa Cruz (en jaune sur la Fig 4). La période de travail sur le terrain a
été répartie entre les mois de mars et mai 2022.

3.1.2. Sélection des parcelles
Une prise de contact a été réalisée avec UNIBAN, l’union des entreprises exportatrices de bananes des
tropiques de Cochabamba, afin de trouver des parcelles suspectées d’être infectées par Foc.

Les parcelles étaient principalement des terres cultivées en bananes dessert destinées à l’exportation,
excepté la parcelle 10 qui représente 1 hectare de bananes à cuire. Les parcelles pouvaient présenter
des modes de gestion et des typologies de sols différents.

Au total, 15 parcelles (environ 894 hectares) ont été visitées (Figure 5). Elles représentent 14,40% de
la superficie bananière pour exportation et 3,44% de la superficie bananière totale de la zone. À
l’issue des visites, seulement 10 d’entre elles (647 hectares) ont été sélectionnées pour effectuer un
prélèvement (voir §3.1.3. et §3.1.4.), ce qui représente environ 10,42% de la superficie bananière pour
exportation et 2,5% de la superficie bananière totale de la zone. Cinq parcelles ont été exclues du
prélèvement, car elles ne présentaient aucun signe d’infection de Foc.

3.1.3. Sélection des plants pour le prélèvement de matériel végétal
Une première sélection des plants pour le prélèvement a été réalisée par les personnes de contact pour
chaque parcelle en vue d'identifier les plantes malades (Figure 6).

Une deuxième sélection a été réalisée par l’expérimentatrice en vue de ne garder que les plantes
présentant une symptomatologie externe et interne proche de celle de Foc.
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Des plants ne présentant pas de symptômes pouvant également être
infectés, le diagnostic exclusivement visuel peut s’avérer insuffisant.14,32

Des plantes asymptomatiques ont donc également été sélectionnées si
elles se trouvaient dans une zone où une symptomatologie proche de
celle de Foc avait pu être observée récemment ou si elles se trouvaient
dans une ancienne zone de culture de “Guineo”, un cultivar dont la
culture aurait fortement diminué dû à l’impact dévastateur de la race 1.
Dans ces cas-là, l’expertise des personnes de contact sur les antécédents
de leurs parcelles a été considérée comme le facteur primant pour le
diagnostic.

L’observation des symptômes internes en vue de la sélection des plants
étant destructive, l’accord des personnes de contact pour abattre la plante
suspectée d’être infectée était nécessaire. Dans la majorité des cas, les
plantes observées avaient été abandonnées par les technicien.nes
agricoles, les jugeant trop malades que pour continuer à recevoir des
soins en vue d’exploiter leurs fruits. Cet accord était donc acquis dans la
majorité des cas. Malgré cela, cette condition a pu limiter le nombre de
plantes sélectionnées, qui variait  de 0 à 5 par parcelle.

3.1.4. Prélèvement de matériel végétal
Les prélèvements de matériel végétal destinés à la détection de Fusarium Wilt proviennent d’une
section horizontale (Figure 7A) du pseudo-tronc du bananier à la machette,9 puis d’une section
verticale (Figure 7B) d'environ 30 cm afin de permettre une meilleure observation des symptômes
éventuellement présents. La section horizontale est réalisée aussi bas que possible, sans que le
pourrissement soit trop avancé afin d’éviter les infections bactériologiques secondaires.4,9

Lorsque la symptomatologie de Foc est observée, 3 échantillons de brins vasculaires affectés
d'environ 7 cm sur 2 cm sont prélevés verticalement avec un canif (Figure 7D) dans la continuité de la
décoloration. L’échantillon est ensuite emballé dans du papier journal, puis placé dans une enveloppe
en papier afin de lui permettre de sécher et donc d’améliorer sa conservation. Sur l’enveloppe, le code
d’identification correspondant au numéro de la parcelle, la lettre d’identification de la variété
(V=Valéry, W=William, P=”Platano”=Variété à cuire, G=”Guineo”), le numéro de prélèvement, les
coordonnées géographiques (Figure 7C) et l’altitude du plant, sont inscrits.9,12 Le numéro de la
parcelle est choisi dans l’ordre de visite de chacune, tout comme pour le numéro de prélèvement, dans
l’ordre de prélèvement des plants. En ce qui concerne la variété, celle-ci est identifiée par la personne
de contact sur place. Finalement, les coordonnées géographiques et l’altitude sont enregistrées à
l’endroit du prélèvement grâce à un GPS MAP 64 s Garmin. Les outils utilisés afin de découper le
matériel végétal sont systématiquement désinfectés à l’alcool 70% entre chaque plante afin d’éviter
toute contamination croisée entre les échantillons.9 Des photos des symptômes ont été prises grâce à
un smartphone Samsung Galaxy A52. Des photographies des feuilles, du pseudo-tronc, des sections
du pseudo-tronc, et des échantillons de pseudo-tronc ont été réalisées.

Le même protocole de prélèvement est appliqué de façon aléatoire sur les plants asymptomatiques.

Les échantillons ont été conservés pendant maximum 4 jours après leur récolte à température
ambiante puis à -20°C dans un congélateur.50,51
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Des photographies de certains plants malades observés, mais non soumis au prélèvement, ont
également été prises afin de différencier la symptomatologie qui peut être confondue avec celle de
Foc.

Ces photos, ainsi que les codes d’identification, les coordonnées géographiques, et l'occurrence des
différentes races de Foc ont été transposées sur une carte Google Earth en open access : Banano
(Figure 7E). Cette carte servira d’outil pour les acteur.rices de la filière bananière pour observer la
répartition des prélèvements et des symptômes observés.

Au total, 27 échantillons ont été prélevés sur les 10 parcelles sélectionnées. Ceux-ci serviront de
matériel de base à la détection moléculaire de Foc.
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3.1.5. Entretiens
3.1.5.1. Description de la méthode
Des entretiens semi-directifs ont été réalisés en parallèle avec les prélèvements au champ. La
méthodologie “semi-directive” ainsi appliquée permet un contact moins formel, instaurant un climat
de confiance. Il permet aussi d’avoir des réponses qualitatives plus spontanées et complètes.
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Neuf entretiens ont été réalisés individuellement et un entretien à été réalisé en groupe avec des
représentant.es de UNIBAN. Les deux critères de choix des participant.es étaient : la zone
géographique et la profession. Les 11 participant.es étaient tou.tes des acteur.rices de la filière
bananière dans la zone des tropiques de Cochabamba. Les entretiens ont été menés sur le lieu de
travail des interviewé.es.

Un guide d’entretien (voir ou Annexe 1 et 2) classifié parEncuesta es Questionnaire fr
thèmes a été réalisé. L'entretien étant semi-directif, il peut également dévier vers d’autres questions et
discussions susceptibles d’apporter des éléments complémentaires d’information.

Une phase exploratoire pour tester le guide d’entretien a été réalisée auprès d’un producteur et des
membres de UNIBAN. Le guide a également été relu par des personnes natives et connaissant la
production bananière afin de vérifier que l’utilisation des mots était adéquate.

Les entretiens ont duré en moyenne 1h par personne en fonction de leurs disponibilités. Ils ont été
enregistrés avec l’accord des participant.es.

Les conversations ont ensuite été retranscrites puis encodées dans un tableau excel afin de résumer
l’information et de faciliter la lecture des résultats (voir 2).Résultats entretiens

3.1.5.2. Évolution du guide d’entretien et résultats attendus
Dans un premier temps, l’objectif des entretiens était de comprendre la production et la gestion au
sein des bananeraies de manière générale, afin d’avoir une vision globale de son fonctionnement et
pouvoir ainsi aiguiller les entretiens et l’investigation.

De fait, pour pouvoir donner des conseils pertinents de gestion pour une maladie, il est nécessaire de
comprendre le système agricole ainsi que les réalités (ex: socio-économiques, politiques, disponibilité
des ressources) qui entourent cette culture.

Dans un second temps, l’objectif était d’approfondir la compréhension du système bananier en
mettant Foc au centre du système. Cela a été réalisé en sondant les connaissances des acteur.rices de la
filière bananière sur la maladie, en évaluant la présence de Foc selon elleux et en sondant leurs
attentes et craintes quant au futur de la production bananière dans la zone. Ces dernières réalités
pouvant être des freins ou des leviers à la prévention et à la gestion de la maladie étudiée.

Cette analyse du système bananier en mettant Foc au centre du système s’est articulée comme suit :
Symptômes, biologie, races, dispersion, méthodes de gestion
La race 4 n’ayant pas encore été détectée sur le territoire bolivien, la phase de prévention de son
entrée est en cours. Dans cette optique, il semblait pertinent de sonder les connaissances des
acteur.rices de la filière afin de voir, tout d’abord, s’iels connaissent le danger qui les menace, mais
plus encore de déterminer s’iels seraient capables de réaliser un diagnostic précoce de cette maladie
en cas d’introduction dans leurs parcelles.

Méthodes de gestion
Les connaissances sur les méthodes de gestion de Foc ont également été sondées, le but étant
d'évaluer les connaissances générales sur la maladie et d’évaluer le travail à fournir pour

2 L’excel de résultats des entretiens n’a pas été ajouté aux annexes car celui-ci est trop grand
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l’implémentation de nouvelles pratiques dans la zone en cas d’introduction du bioagresseur. L’accent
a été mis sur la manière dont les acteur.rices envisageraient l’introduction de cultivars résistants sur
leurs parcelles car telle est, jusqu’à présent, la méthode de gestion la plus efficace mise en évidence.
C’est via l’introduction des Cavendish que l’épidémie de la race 1 a pu être contenue.

Évaluation de la présence de Foc dans la zone : avis des participant.es
Établir l’état des lieux de Foc dans la zone d’étude selon les participant.es permet également de mettre
en évidence d’éventuelles lacunes dans les connaissances. Si les acteur.rices sont sûr.es d’avoir du Foc
dans leurs parcelles mais qu’en réalité il n’y en a pas, cela veut dire que leurs connaissances ne sont
éventuellement pas suffisantes que pour réaliser un diagnostic fiable. Cela signifie aussi qu’iels se
battent contre une maladie qui n’est pas correctement diagnostiquée.

Attentes, craintes, besoins
Finalement, il a été demandé aux participant.es quelles étaient leurs attentes afin d’améliorer la
production ou la gestion des bananeraies. Cette question semble importante lors de l’élaboration de
méthodes de gestion afin que ces dernières concordent avec les attentes des acteur.rices
principaux.ales et que leur implémentation réponde à des besoins réels, mais également qu’elles soient
efficientes car entièrement assimilées par ces mêmes acteur.rices.

3.2. Matériel et méthode de laboratoire
3.2.1. Conditions de réalisation
Le processus de détection moléculaire a débuté dans les laboratoires du CByNAF de l’UMSS en mai
2022 avec la réalisation de l’extraction d’ADN à partir de pseudo-troncs de bananiers et une première
phase de détection moléculaire via PCR afin de se familiariser avec ces techniques et de tester les
conditions du laboratoire. La phase de détection moléculaire en Bolivie ne sera pas présentée ici vu
qu’elle n’était qu’observatoire et préliminaire. L’étude a été finalisée au laboratoire de Biologie
Moléculaire du département Plant Genetics de GxABT à l’Uliège en juin et juillet 2022 avec
l’optimisation et la standardisation des conditions PCR, puis la détection moléculaire sur les
échantillons d’ADN extraits au CByNAF.

3.2.2. Extraction d’ADN
L’extraction d’ADN de Foc a été réalisée selon le protocole d’extraction CTAB de routine du
CByNAF avec des adaptations selon Matthews et al.32 et Brandfass et Karlovsky.52. Les échantillons
de pseudo-tronc ont d’abord été cryo-broyés dans de l’azote liquide en une fine poudre avec un
mortier et un pilon. Une solution de 10 mL de tampon CTAB (0,2 g CTAB, 0,818 g NaCl 1,4 M, 2 mL
EDTA 20 mM, 1 mL Tris-HCl 100 mM, 0,1 g PVP), pH fixé à 8, avec ajout de 0,1 g de SDS,52 20 µL
de β-mercaptoéthanol 52 et de 2 mg de protéinase K 52 a été préparée. Ensuite, 700 µL de cette solution
ont été ajoutés à 100 mg de chaque échantillon.32 Deux incubations au bain-marie (Memmert - WNB
14) de 45 minutes se sont succédées, d’abord à 45°C puis à 65°C, en agitant toutes les 10 minutes
grâce à un agitateur (Thermo Scientific - LP Vortex Mixer). Subséquemment, 700 µL d’un mélange
chloroforme/alcool isoamylique (24:1 v/v) ont été ajoutés à chaque tube avant qu'ils soient
vigoureusement mélangés pendant 3 minutes puis centrifugés (Labogene - Mini Micro Centrifuge)
pendant 5 minutes à 6765 RCF. Cette étape a été répétée une deuxième fois. Après la centrifugation,
le surnageant des tubes a été récupéré et transféré dans un autre tube. Un volume d’isopropanol égal
au volume contenu dans chaque tube a été ajouté, puis ceux-ci ont été mélangés afin de précipiter
l’ADN et centrifugés pendant 5 minutes à 6765 RCF. Le surnageant est éliminé sans perdre le
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précipité. Celui-ci est lavé avec 200 µL d’éthanol 75% à 10°C puis centrifugé à nouveau pendant 10
minutes à 6765 RCF. Par la suite, l’éthanol est éliminé et le précipité dissous dans 50 µL d’eau
distillée. Les échantillons d’ADN ainsi obtenus sont conservés à -20°C.

Une première extraction a été réalisée sur les 27 échantillons prélevés et une deuxième extraction a pu
être réalisée sur 12 d’entre eux.

3.2.3. Détection moléculaire
3.2.3.1. Détection moléculaire de champignon via PCR conventionnelle
Les produits d’extraction ont été soumis à des amplifications PCR afin de détecter la présence d’ADN
de champignon pouvant confirmer que le protocole d’extraction développé dans le cadre de ce travail
est efficace pour la mise en évidence d’ADN de Fusarium spp..

Les amplifications ont été réalisées dans le même thermocycleur et mélange réactionnel qu’en
§3.2.3.2.4 Les paires d’amorces ITS1-F_KYO2 et ITS4 ont été utilisées.53 Les conditions
d'amplification par PCR sont les conditions appliquées au laboratoire de Plant Genetics de GxABT :
dénaturation initiale à 95°C pendant 5 min, 35 cycles de dénaturation à 95°C pendant 30 s,
hybridation à 53°C pendant 45 s, extension à 72°C pendant 1 min et extension finale à 72°C pendant
10 min. La taille de l’amplicon attendu était de 586,5 bp.53 Les tests positifs utilisés étaient constitués
d’ADN d'Aspergillus spp.. Les blancos étaient constitués de 1 µL d'eau.

3.2.3.2. Détection moléculaire de Foc via PCR conventionnelle
3.2.3.2.1. Choix des amorces
Les amorces utilisées (Tableau 2) dans cette expérimentation pour la détection de Foc ont été choisies
parmi la littérature scientifique afin de correspondre aux critères suivants : permettre de reconnaître
les différentes races de Foc infectant les variétés de bananes comestibles présentes en Bolivie (R1, R4
et TR4) et utilisables en PCR conventionnelle. Si cela était réalisable, plusieurs sets d’amorces ont été
choisis pour chaque race afin d’avoir une certaine marge d’erreur dans le cas où un set s’avérerait
non-spécifique et afin d’avoir une certaine répétition.

Tableau 2 : Description des amorces

Nom des
amorces Séquences Races

identifiées

Technique
d’analyse

moléculaire
de base

Conditions
PCR

conseillées

Taille de
l’amplicon
attendu en
paires de

bases

Source

RTLinVI_F3

FOCLinVI-R

GACATTTGACGACT
TTCTGA

GTGTCACTTGGTCC
TCGTAT

R1 et R2
(Lineage
VI)

qPCR 95°C~10 min
40 cycles
95°C~10s
66°C~15s
72°C~20s

98 Matthews et
al.32

SIX6b_210_F

SIX6b_210_R

ACGCTTCCCAATAC
CGTCTGT

AAGTTGGTGAGTAT
CAATGC

R1 PCR 95°C~3 min
30 cycles
95°C~15s
55°C~15s
72°C~10s

210 Carvalhais et
al.13

FocSc-1 CAGGGGATGTATGA R4 qPCR 95°C~5 min 242 Lin et al.14
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FocSc-2

GGAGGCTAGGCTA

GTGACAGCGTCGTC
TAGTTCCTTGGAG

40 cycles
95°C~10s
60°C~30 s

FWB-TR4F

FWB-TR4R

CGGTCTCGGCCAAA
TCTGATT

ACGACTTATCTAGCG
GTTGATGTG

TR4 qPCR 95°C~10 min
40 cycles
95°C~10s
60°C~45s

180 Aguayo et
al.54

3.2.3.2.2 Optimisation des conditions PCR : températures, temps, nombre de cycles et
spécificité
Les amorces ont été testées avec des adaptations des conditions d’amplification PCR fournies dans la
littérature associée à chacune d’entre elles (Tableau 2). Cela a été réalisé dans le but d’optimiser les
conditions PCR et d’augmenter la spécificité des amorces. Les nombres de cycles des protocoles créés
pour des conditions de qPCR ont été descendus à 35 cycles. Un intervalle de 4 à 8 températures autour
des températures d'hybridation citées dans les articles associés aux amorces a été testé afin d’évaluer
la température d’hybridation optimale dans les conditions du laboratoire (Tableau 3). Les temps ont
également pu être adaptés (Tableau 3).

Les témoins positifs et négatifs utilisés sont issus d’échantillons d’ADN fournis par la KU Leuven,
avec de l’ADN de la race tropicale 4 (58,8 ng/µL) et pour la race 1, un mélange des échantillons 893
(0,14 ng/µL) appartenant aux VCG (Vegetative compatibility groups) 0128, 997 (0,26 ng/µL)
appartenant au VCG 0124/5/8, et 124 (3,58 ng/µL) et 125 (8,96 ng/µL) appartenant tous les deux au
VCG 0124/5. L’échantillons d’ADN de TR4 provient de la collection du centre de la biodiversité
fongique d’Utrecht (CBS-KNAW) et ceux de R1 proviennent de l’institut international d’agriculture
tropicale de Tanzanie (IITA) (124 et 125) et de l’université de Stellenbosch (Afrique du Sud) (893 et
997).

Tableau 3 : Optimisation des conditions PCR : températures et temps testés

Nom des
amorces

Races
identifiées

Conditions
PCR

conseillées

Températures
d’hybridation
testées (°C)

Temps testés

RTLinVI_F3
FOCLinVI-R

FOC Lineage
VI

(R1 et R2)

95°C~10 min
40 cycles
95°C~10s
66°C~15s
72°C~20s

67,6 - 67 - 66 -
65 - 64,9 - 63 -

61,1 - 58,8 -
56,9 - 55,7 -

55

dénaturatio
n initiale 3 min

hybridation 30s

extension 20s (essai 1)
30s (essai 2)

extension
finale 5 min

SIX6b_210_F
SIX6b_210_R R1

95°C~3 min
30 cycles
95°C~15s
55°C~15s
72°C~10s

56,6 - 56 -
55,1 - 53,9

hybridation 20

extension 1 min

30

https://www.zotero.org/google-docs/?pKQsiz


extension
finale 5 min

FocSc-1
FocSc-2 R4

95°C~5 min
40 cycles
95°C~10s
60°C~30 s

60,5 - 59,8 -
59 - 58,3

dénaturatio
n initiale 3 min

extension 20s

extension
finale 5 min

FWB-TR4F
FWB-TR4R TR4

95°C~10 min
40 cycles
95°C~10s
60°C~45s

60,5 - 59,8 -
59 - 58,3

dénaturatio
n initiale 3 min

hybridation 30s

extension 20s

extension
finale 5 min

3.2.3.2.3 Optimisation des conditions PCR : concentrations des échantillons et
standardisation
Plusieurs concentrations d’ADN de Foc ont été testées afin d’évaluer la concentration minimale
d’amplification permettant une détection (LOD, limit of detection)32 et afin de définir la concentration
optimale des échantillons pour réaliser les futures détections moléculaires. Les concentrations d’ADN
testées sont : 2 ng/µL, 5 ng/µL, 10 ng/µL, 15 ng/µL, 20 ng/µL.

Le test a été réalisé avec les amorces amplifiant la race 1,13 les ADN provenant de la KU Leuven, ainsi
que certains échantillons d’ADN extraits en §3.2.2..

Les concentrations des échantillons d’ADN provenant de l’extraction à partir de pseudo-troncs ont été
mesurées grâce à un fluorimètre (Promega - Quantus) selon le protocole du fabricant (Promega,
2018). Les échantillons ont ensuite été aliquotés et portés à la concentration optimale choisie afin de
standardiser la PCR.

3.2.3.2.4. Réalisation de la PCR
En utilisant les jeux d’amorces présentés en §3.2.3.2.1, les conditions optimales PCR mises en
évidence en §3.2.3.2.2 et la concentration optimale trouvée en §3.2.3.2.3, les amplifications par PCR
ont été réalisées grâce à un thermocycleur Bio Rad (T100 Thermal Cycler) et ont été répétées au
moins deux fois. Le mélange réactionnel présentait un volume de 10 µL et était composé de 1 µL
d’ADN (10 ng/µL), 0,25 µL de primer reverse (10 pmol/µL), 0,25 µL de primer forward (10
pmol/µL), 5 µLde GoTaq® G2 Green Master Mix3 (Promega) et 3,5 µL d'eau libre de nucléase. Les
témoins positifs étaient issus des échantillons d’ADN de Foc fournis par la KU Leuven. Les blancos
étaient constitués de 1 µL d'eau.

3 L'ADN polymérase G2 est fournie dans le tampon de réaction 2X Green GoTaq® G2 (pH 8,5), 400µM
dATP, 400µM dGTP, 400µM dCTP, 400µM dTTP and 3mM MgCl2
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3.2.3.3. Électrophorèse sur gel d’agarose
Les résultats PCR ont été lus via une électrophorèse sur gel d'agarose (1 %) de 40 mL à 200 V
pendant 20 minutes, et les bandes d'ADN ont été observées sur une boîte UV (Bio Rad
Universal Hood 2 Gel Doc) équipé du logiciel Image Lab après coloration au bromure
d'éthidium (GelRed® Biotium).14 Un marqueur de poids moléculaire de 1 kb (BioLabs - Fast
DNA Ladder) (Figure 8) a été utilisé pour pouvoir reconnaître l’emplacement de l’amplicon
attendu.

3.2.4. Séquençage
Lorsque des amplicons ont été observés dans les produits PCR, ceux-ci ont
subi un séquençage Sanger afin de confirmer leur nature.

3.2.4.1. Purification des produits PCR
Une purification des produits PCR a été réalisée avant le séquençage avec le
kit de purification d’acides nucléiques de BioLabs (Monarch PCR & DNA Cleanup Kit). D’abord 100
µL de tampon de liaison ainsi que 40 µL d’eau libre de nucléase et 300 µL d’éthanol pour le
nettoyage de l’ADN (≥ 95 %) ont été ajoutés au produit PCR amplifié. La solution a ensuite été
passée dans une colonne et centrifugée. Les mêmes manipulations ont été réalisées avec 500 µL de
tampon de lavage. Finalement, l’ADN a été récupéré dans un tube Eppendorf de 1,5 ml via l’ajout de
6 à 20 µL de tampon d'élution au centre de la matrice de la colonne et sa centrifugation.

3.2.4.2. Réalisation du séquençage
Le séquençage Mix2Seq a été réalisé via l’entreprise Eurofins Genomics. Les échantillons envoyés
avaient un volume de 10 µL avec 1,5 µL de chacune des amorces utilisées et 7 µL des amplicons
purifiés portés à 1 ng/µL.

3.2.4.3. Lecture des résultats
Les séquences de nucléotides ont été lues grâce au logiciel Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA version 11.0.13) et comparées à la base de données Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) du National Center of Biotechnology Information (NCBI).

3.2.5. Alignements
Des alignements des séquences obtenues via le séquençage avec les séquences des amorces utilisées
ont pu être réalisés grâce à BLAST ou le logiciel SnapGene. Cela a été réalisé afin d’observer
comment les amorces se sont hybridées sur les séquences d’ADN et comment elles ont pu les
amplifier.

4. Résultats et Discussions

4.1. Détection moléculaire
4.1.1. Détection moléculaire de champignon
Résultats
La détection via des amorces visant les ITS (Internal Transcribed Spacer) du règne des champignons
montre des résultats positifs pour tous les échantillons testés.

32

https://www.zotero.org/google-docs/?HJpnLj
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/


Discussion
Ces résultats pourraient confirmer que le protocole d’extraction est adapté pour extraire de l’ADN de
Fusarium spp. Cependant, ces résultats n’étant pas assez concluants, ils ne seront pas montrés dans le
cadre de ce travail.

4.1.2. Optimisation des conditions PCR : températures, temps, nombre de cycles et
spécificité
Les amorces ayant été créées pour des conditions qPCR (R1/R2, R4, TR4) donnent de bons amplicons
lorsque 35 cycles sont appliqués, cette condition a dès lors été conservée.

L’optimisation des diverses conditions d’analyse est décrite et interprétée ci-dessous.

Optimisation des conditions pour les amorces R1/R232

Figure 9 : Électrophorèse4 - Optimisation des conditions PCR -
amorce R1/R2 - essai n°1

Figure 10 : Électrophorèse - Optimisation des conditions PCR -
amorce R1/R2 - essai n°2

Résultats
Aucun amplicon n’a été observé lors du premier essai (Figure 9). Un deuxième essai a donc été réalisé avec une plus
large gamme de températures et un temps d’extension augmenté à 30 s. On observe des amplicons entre 61,1°C et 65°C
pour l’ADN de R1 lors du deuxième essai (Figure 10). Il existe également un amplicon pour l’ADN de TR4 à la
température de 61,1°C.

Suite aux divers tests, les conditions PCR optimales ont été définies comme suit : dénaturation initiale à 95°C pendant 3
min, 35 cycles de dénaturation à 95°C pendant 10 s, hybridation à 65°C pendant 30 s, extension à 72°C pendant 30 s et
extension finale à 72°C pendant 5 min.

Discussion
Le fait qu’aucun amplicon n'a été observé lors de l’essai 1 et bien lors de l’essai 2 à la température d’hybridation de 65°C
est vraisemblablement lié à l’augmentation du temps d’extension à 30 s. Cependant, l’erreur accidentelle de manipulation
lors de l’essai 1 ne peut pas être écartée. Une répétition du test pourrait être réalisée, afin de confirmer ou d’infirmer cela,
mais n’est cependant pas nécessaire dans le cadre de ce travail.

La présence d’un amplicon pour l’ADN de TR4 lors du deuxième essai peut traduire le fait qu’à partir d’une certaine

4 Les valeurs numériques sur les figures de X à X correspondent aux températures d’hybridation
testées
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température les amorces peuvent devenir non spécifiques. L’hypothèse d’une contamination ne peut cependant pas être
écartée. Afin de pallier le problème d’une hybridation non spécifique, la température a été fixée à 65°C.

Optimisation des conditions pour les amorces R113

Figure 11 : Électrophorèse - Optimisation des conditions PCR - amorce R1

Résultats
Des amplicons pour l’ADN de R1 ont été observés dès le premier essai pour toutes les températures testées (Figure 11).
Il n’y a pas d’amplicon non spécifique. Malgré la réalisation de 3 répétitions, 2 amplicons sont observés pour l’ADN de
R1, un premier entre 50 bp et 150 bp et un deuxième entre 150 bp et 300 bp. Le deuxième est celui de la taille attendue
de 210 bp.

Les conditions PCR optimales sont les suivantes : dénaturation initiale à 95°C pendant 3 min, 30 cycles de dénaturation à
95°C pendant 15 s, hybridation à 55°C pendant 20 s, extension à 72°C pendant 1 min et extension finale à 72°C pendant
5 min.

Discussion
La présence de deux amplicons, dont un non spécifique, peut être expliquée par le fait que l’échantillon d’ADN utilisé
comme témoin positif est composé de plusieurs fragments d’ADN différents provenant de plusieurs VCG de la race 1.
Ainsi, il a pu y avoir des amplifications sur des fragments d’ADN de tailles différentes. Cela pourrait être dû à une
dégradation de l’ADN ou à la présence de sites de délétion.

Des tests supplémentaires, en modifiant les conditions PCR afin d’augmenter la spécificité des amorces, auraient pu être
réalisés. Un séquençage des 2 amplicons afin de connaître et de mieux comprendre leur nature et un alignement des
séquences amplifiées avec les séquences des amorces via SnapGene pour observer d'éventuels sites de délétion aurait
également été intéressant. Quoi qu’il en soit, les amorces permettent de mettre en évidence des positifs et n’amplifient
pas l’ADN de TR4 dans ces conditions et elles seront dès lors gardées telles quelles.
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Optimisation des conditions pour les amorces R414

Figure 12 : Électrophorèse - Optimisation des conditions PCR - amorce R4

Résultats
Des amplicons pour l’ADN de TR4 et de R1 ont pu être observés lors des deux répétitions (Figure 12) à toutes les
températures testées.

Discussion
Une contamination de l’échantillon d’ADN de TR4 par de l’ADN de R1 aurait pu être possible lors du premier essai. Le
deuxième essai a donc été réalisé avec beaucoup de précautions afin d’infirmer cette hypothèse. Les amorces s'avèrent
donc non spécifiques dans ces conditions. Des tests supplémentaires dans des conditions différentes auraient pu être
réalisés. Mais le temps d’expérimentation et les ressources du laboratoire étant limités, ainsi que l'existence d’une autre
amorce fonctionnelle pour détecter la TR4 étant confirmée, cela n’a pas été réalisé et l’amorce R4 n’a pas été utilisée
pour la détection.

Optimisation des conditions pour les amorces TR454

Figure 13 : Électrophorèse - Optimisation des conditions PCR - amorce TR4

Résultats
Des amplicons pour l’ADN de TR4 ont été observés dès le premier essai pour toutes les températures testées (Figure 13).
Il n’y a pas d’amplicon non spécifique.

Les conditions PCR finales gardées sont les suivantes : dénaturation initiale à 95°C pendant 3 min, 35 cycles de
dénaturation à 95°C pendant 10 s, hybridation à 60°C pendant 30 s, extension à 72°C pendant 20 s et extension finale à
72°C pendant 5 min.
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4.1.3. Optimisation des conditions PCR : concentrations des échantillons et
standardisation
Résultats
Les concentrations d’ADN des échantillons provenant de l’extraction de pseudo-troncs de bananiers
vont jusqu’à 43 ng/uL (Tableau 4).

On obtient une hybridation à partir de 5 ng/uL d’ADN (Figure 14 et 15). La LOD pourrait donc se
trouver entre 2 et 5 ng/uL.

Tableau 4 : Concentrations des échantillons d’ADN extraits

ID [ng/µL] ID [ng/µL] ID [ng/µL] ID [ng/µL] ID [ng/µL] ID [ng/µL] ID [ng/µL] ID [ng/µL]

P1V1 10 P1V4 34 P3W1 7,2 P5V4 39 P9V3 5,9 P13V1 9 P14V1 19 P14P1 17

P1V1 10 P1V5 43 P3W2 11 P5V5 28 P10P1 34 P13V1 15 P14V2 12 P14P1 13

P1V3 14 P1V5 37 P5V1 43 P6V1 8,6 P10P1 27 P13V2 28 P14V2 13 P15V1 20

P1V3 14 P2V1 10 P5V2 <1 P6V2 9,9 P10P2 1,06 P13V2 11 P14V3 3,64 P15V1 31

P1V4 36 P2V2 20 P5V3 25 P9V2 <1 P10P3 2,27 P14V1 21 P14V3 6

Légende : 1ère extraction- 2ème extraction- échantillons non utilisables pour la détection PCR

Figure 14 : Électrophorèse - Optimisation des conditions PCR -
Concentrations [2 ng/μL] [10 ng/μL]

Figure 15 : Électrophorèse - Optimisation des conditions PCR -
Concentrations [10 ng/μL] [15 ng/μL] [20 ng/μL]

Discussion
La concentration fixée pour la suite des manipulations est de 10 ng/uL, ce qui représente une valeur
suffisante d’ADN compte tenu des quantités d’extraits disponibles.

On voit que la migration n’est pas homogène, l’ajout d’un marqueur de poids moléculaire à droite du
gel aurait pu faciliter la lecture du gel.
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4.1.4. Détection moléculaire de Foc

Détection de la race 1 de FOC avec les amorces R1/R232

Figure 16 : Électrophorèse - Détection de la race 1 de Foc - Échantillons de P1V1 à P6V1 - Amorces R1/R2

Résultats
Lors des trois répétitions de la PCR, aucun amplicon n’a été détecté, même pas pour le contrôle positif (Figure 16).
Cela peut résulter d’une erreur dans l’optimisation des conditions PCR. Il serait donc intéressant de recommencer le
processus d’optimisation. Cependant, vu que d’autres amorces reconnaissant la race 1 étaient disponibles et
fonctionnelles (voir point suivant), cela n’a pas été réalisé par manque de temps et de moyens. Le volume des
échantillons d’ADN extraits étant limité.

Détection de la race 1 de FOC avec les amorces R113

Figure 17 : Électrophorèse - Détection de la race 1 de Foc - Échantillons de P1V1 à P6V1 - Amorces R1

Résultats
Aucun amplicon n’a été détecté sur les échantillons prélevés (Figure 17). Le test de “spiking” a montré un amplicon
(“inhi” sur l’électrophorèse).

Discussion
La PCR n'ayant montré aucune amplification dans les échantillons extraits, la possibilité de présence d'inhibiteurs de
PCR dans ceux-ci, vu qu'ils proviennent de l'extraction brut d'échantillons de pseudo-tronc, s'est présentée. Un ajout
dosé (“spiking”) a été réalisé en mélangeant de l’ADN de référence venant de la KUL à de l’ADN provenant des
échantillons de pseudo-tronc. Dans ce cas, on observe bien un amplicon. Cela est la preuve que la présence d'inhibiteurs
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peut être écartée. L'absence d'inhibition forte de l'amplification PCR par des substances chimiques éventuellement
présentes dans le système vasculaire des bananiers a d'ailleurs été démontrée dans Matthews et al.32. Ce test permet
également de démontrer l'absence d'ADN de Foc R1 dans les échantillons.

Détection de la race tropicale 4 de FOC avec les amorces TR454

Figure 18 : Électrophorèse - Détection de la race tropicale 4 de Foc - Échantillons de P1V1 à P6V1 - Amorces TR4

Résultats
Quatre répétitions ont confirmé l'occurrence de deux amplicons d’environ 500 bp pour les échantillons P2V2 et P5V1
(Figure 18). Ces amplicons ne sont pas à la taille attendue de 98 bp.

Discussion
L’amplicon de l’échantillon P5V1 a été envoyé au séquençage afin d’en apprendre plus sur sa nature. Par contre,
l’amplicon P2V2, ne présentant pas une concentration d’ADN assez élevée, n’a pas pu être séquencé. Les discussions à
ce sujet sont présentées au §4.1.5..

4.1.5. Séquençage de P5V1
Résultats

Séquence de P5V1 (PCR TR4)

GATCCACGAGCTGTTGGAAAGCAGCACCAAACTGGATGTGCCGTTGTTGGTGGAAGTCGGAAGCGGGCAAA
ACTGGGATCAAGCGCACTAAGTACTGGTCACATAAGCTTCTTTTTTTGTAAGTAAGCAACATAACCAGTACAT
TTTGTGACGATCATTCATATTCCCTATGTAAAGATTGAAAATAAACTACAAAAAGTGCTTTGTTGGTGACCGA
AAAGGGAGTAGAGTTAAACACGTAGGGTACAGAGGTAAGATGTTCTATCTTTCAGACCTTTTACTTCACGTAA
TCAGATTTGGCCGAGACC

La séquence provenant de l’amplicon de l’échantillon P5V1 résultant de la PCR avec les amorces
TR4 comparée à la base de données de BLAST (NCBI) "nucléotides" montre une homologie avec le
genre Enterobacter spp. et l’homologie la plus forte est obtenue avec l’espèce Phytobacter ursingii
(Tableau 5). La séquence s’est donc révélée ne pas appartenir au règne des champignons et ne peut
être associée à Fusarium spp.; aucune similitude n'ayant été démontrée avec ce genre.
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Tableau 5 : Résultats BLASTn pour la séquence P5V1

Description Scientific Name

Max
Score /
Total
Score

Query
Cover E value Per.

Ident Acc. Len Accession

Phytobacter ursingii strain
CAV1151 chromosome,
complete genome

Phytobacter ursingii 490 98 5e-134 95.72% 5529134 CP011602.1

Enterobacteriaceae bacterium
ENNIH1 chromosome, complete
genome

Enterobacteriaceae
bacterium ENNIH1 468 98 2e-127 94.41% 5267614 CP026193.1

Phytobacter diazotrophicus
strain UAEU22 chromosome,
complete genome

Phytobacter
diazotrophicus

451 98 2e-122 93.42% 5422265 CP051548.1

Enterobacteriaceae bacterium
A-F18 chromosome, complete
genome

Enterobacteriaceae
bacterium A-F18 451 98 2e-122 93.42% 5676372 CP025982.1

Metakosakonia sp. MRY16-398
DNA, complete genome

Metakosakonia sp.
MRY16-398

451 98 2e-122 93.42% 5919168 AP018756.1

Phytobacter sp. SCO41
chromosome, complete genome

Phytobacter sp.
SCO41 451 98 2e-122 93.42% 5599325 CP027225.1

En effet, même lorsque comparée à la base de données correspondant au complexe d’espèces de
Fusarium oxysporum, aucune homologie n’est trouvée (tableau non montré).

Discussions
Il n’est pas étonnant que les amorces ou une des amorces ait pu amplifier un autre organisme au vu de
la complexité des échantillons testés qui proviennent d’une extraction du système vasculaire de
bananiers. De fait, aucun isolement de l’ADN de Fusarium spp. n’a été réalisé.

La présence d’Entérobactéries dans les échantillons n’est pas étonnante non plus car certaines d’entre
elles sont décrites comme des phytobactéries ou encore comme des bactéries endophytes fixatrices
d’azote (ex: Phytobacter ursingii dans le riz sauvage).55–57

4.1.6 Alignements
Un alignement entre la séquence P5V1 et les amorces utilisées a donc été réalisé sur le programme
SnapGene afin d’évaluer le niveau correspondant entre ces séquences d’ADN (Figure 19).
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Figure 19 : Alignement de l’amorce FWB-TR4F avec la séquence P5V1 - Lecture sur SnapGene

Résultats
Seule l’amorce FWB-TR4F présente une bonne correspondance avec la séquence d’ADN trouvée
(%GC=52%). L’alignement avec l’amorce reverse ne sera donc pas présenté dans ce travail.

4.2. Entretiens semi-directifs5

4.2.1 Descriptif socio-démographique
Les 11 participant.es à l’entretien semi-directif occupaient les fonctions suivantes :
- 3 ouvrier.ères agricoles
- 3 exploitant.es, propriétaires des parcelles et gestionnaires de la production bananière sur celles-ci
- 4 assistant.es techniques d'entreprises exportatrices de bananes
Le.la dernier.ère participant.e exerçait plusieurs professions à la fois : propriétaire de parcelles et
gestionnaire de la production bananière, gérant.e d’un service de fumigation via avionnette et gérant.e
d’une entreprise de fertilisants et produits agrochimiques.

La plupart d’entre elleux réalise des professions dans la filière bananière depuis 10 à 25 ans, ce qui
correspond au début de la période d’essor de la banane dans la zone.

4.2.2. Connaissances sur Foc

Figure 20 : État des connaissance de la maladie

Sur les 11 personnes interviewées, 82% disent connaître la maladie au moins de nom (Figure 20).

5 Les participant.es de l’étude ont été recontacté.es avant la finalisation de ce travail afin de leur présenter
les résultats et de s’assurer à nouveau de leur consentement concernant l’utilisation des données
récoltées durant les entretiens.
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64% connaissent également au moins un des symptômes de Foc et savent que la chlorose des feuilles
est un symptôme de Foc. La chlorose des feuilles est donc le symptôme le mieux connu par les
participant.es.

18% ont mentionné également la décoloration du système vasculaire et savent qu'il faut observer
l'intérieur du pseudo-tronc afin de réaliser un diagnostic complet. La décoloration du système
vasculaire est donc le symptôme le moins bien connu.

45% ont mentionné d'autres caractéristiques de la maladie telles que sa présence dans le sol, son mode
de dispersion via les outils infectés, le fait que la plante dépérit suite à l’infection de Foc, le caractère
virulent de la TR4 par rapport aux autres races, et des méthodes de lutte utilisées contre ce pathogène
(voir 4.2.3.).

Il arrivait également que certains symptômes non mentionnés dans la bibliographie soient mentionnés
comme correspondant à la maladie. Un.e des assistant.es techniques estimait que la race 1 produisait
de l’éléphantiasis et considérait comme symptomatologie propre à Foc le fait que les rejets des
bananiers se recroquevillent sur eux-mêmes au lieu de s’ouvrir comme ils devraient le faire
normalement. Un.e autre assistant.e technique, connaissant l’apparence des symptômes internes de
Foc, affirmait que ceux-ci ne peuvent s’observer que si les bananes ne sont pas récoltées. Si les
bananes sont récoltées alors des symptômes ne peuvent s’observer qu'au niveau du feuillage. Enfin,
trois des participant.es ont mentionné une différence de symptomatologie entre les différentes races.
Les participant.es ayant mentionné des symptômes qui n’ont pas été décrits dans la littérature
scientifique faisaient partie de celleux connaissant le mieux la maladie.

Ensuite, un.e des exploitant.es évoquait le fait que la symptomatologie proche de celle de Foc que les
producteur.rices observent dans leurs champs est parfois confondue avec celle de Cosmopolites
sordidus.

On peut également observer que dans la population de répondant.es, celleux qui semblent connaître le
mieux la maladie et sa symptômatologie sont les assistant.es technique des entreprises d’exportation.

Seulement 55% des répondant.es connaissent et savent citer au moins une des races de Foc, 45%
connaissent la race 1, 45% connaissent la race tropicale 4, et 36% d’entre elleux connaissent la R1 et
la TR4.

4.2.3. Gestion de Foc
Les pratiques de gestion de Foc appliquées, ainsi que les connaissances sur celles qui peuvent être
appliquées, ont été sondées. Il a également été demandé aux participant.es s’iels seraient prêt.es à
planter un nouveau cultivar résistant à la TR4 si celle-ci venait à arriver sur le territoire bolivien.

Seulement deux assistant.es techniques mettent en place des pratiques de gestion de Foc sur leurs
parcelles. Tou.tes les deux abattent les plantes malades et dispersent de la chaux et de l’hypochlorite
de sodium sur le sol afin que les plantes se décomposent et que les rejets ne reprennent pas, mais aussi
pour “désinfecter le sol”. Ensuite, des plantes saines provenant de la même parcelle sont replantées.
Un.e des participant.es désinfecte également les outils utilisés pour tuer les plantes infectées par Foc.
L’autre réalise des tests d’application des contenus des piscines de lavage contenant du bénomyl et du
sulfate d’aluminium, utilisés habituellement pour traiter la pourriture de la couronne, et a obtenu de
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bons résultats: la maladie semble ne plus avancer et les rejets poussent plus vigoureusement. Selon ces
deux personnes, ces techniques permettent de limiter l’avancée de la maladie, qui se présente sous
forme de taches dans les parcelles, mais pas à l'éradiquer complètement. Iels sont conscient.es que les
méthodes de lutte conventionnelle ne sont pas efficaces contre ce pathogène.

Ces deux personnes, ainsi que deux autres participant.es, ont également mentionné des pratiques qu’il
serait souhaitable d’approfondir ou même d’utiliser à l’avenir :

- trouver un organisme de biocontrôle comme Trichoderma spp.
- conscientiser et éduquer les acteur.rices de la filière sur la maladie
- remplacer les vieilles plantations par de nouvelles plantations saines via abattis-brûlis
- ne plus acheter de plantes venant de l’extérieur du pays
- utiliser des cultivars résistants
- mettre en place une pépinière mère qui produirait des vitroplants sains

Les 6 personnes à qui la question “Seriez-vous prêt.e à planter un cultivar résistant à la TR4 si celle-ci
venait à contaminer la zone?” a été posée, ont répondu de façon affirmative. Cependant, quatre d’entre
elles ont émis des réserves et restent réticentes, principalement car il y a déjà eu, selon elles, des
introductions de maladies sur le territoire via l’introduction de vitroplants (ex: Sigatoka en 1996).
Elles trouvent dangereux de faire rentrer du matériel végétal au vu de la situation de la TR4. Cette
crainte est accentuée par le fait qu’elles n’ont pas confiance dans les structures étatiques, comme
l’Institut national pour l'innovation agricole et forestière (INIAF), qui pourraient leur fournir ce
service. Avant toute introduction, elles veulent pouvoir s’assurer que le matériel végétal est à 100%
sain.

Trois des répondant.es ont également peur que les cultivars résistants qui pourraient être produits
soient conçus pour être adaptés aux conditions abiotiques des principaux pays producteurs
d’Amérique latine (Colombie et Equateur) et donc qu’ils ne soient pas adaptés aux conditions de la
Bolivie. L'acquisition d’un cultivar résistant mais ne produisant pas de bons rendements n’étant pas
intéressante. L’un.e d’entre elleux appuie ses propos en racontant son expérience avec un cultivar
israélien résistant à la Sigatoka qu’iel avait testé sur ses parcelles. Celui-ci ayant un trop grand besoin
en fertilisation, il s’est avéré ne pas convenir et a finalement été abandonné. Afin d’introduire du
matériel végétal amélioré et adapté aux conditions boliviennes, les répondant.es proposent de réaliser,
au préalable, une sélection massale sur le stock génétique déjà présent en Bolivie.

Les réponses des répondant.es concernant les méthodes de gestion de Foc ont été résumées dans le
tableau 6.

Tableau 6 : Résumé des réponses concernant les méthodes de gestion de Foc

Méthodes de gestion de Foc mises en place

- abattre les plantes malades et mettre de la chaux et du chlore (ex: sous forme d’hypochlorite de sodium) au
sol afin que les plantes se décomposent, que les rejets ne reprennent pas et afin de “désinfecter le sol”
- planter des bananiers sains provenant de la même parcelle

- désinfecter les outils utilisés pour tuer les plantes “infectées par Foc”

- application des contenus des piscines de lavage pour le marché national : benomyl et sulfate d’aluminium
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Résultat - limite l’avancée de la tâche, mais n’éradique pas complètement la maladie

Méthodes de gestion intéressantes

- trouver un organisme de biocontrôle comme trichoderma
- ne plus acheter de plantes venant de l’extérieur
- utiliser des cultivars résistants
- mettre en place une pépinière mère qui produirait des vitroplants sains

- conscientiser et éduquer les acteur.rices de la filière sur la maladie
- remplacer les vieilles plantations par de nouvelles plantation saines via abattis-brûlis

“Prêt.e à introduire un cultivar résistant à Foc?”
OUI, mais…

- envie qu’il y ait un cultivar résistant et adapté aux conditions climatiques de la zone, c’est-à-dire qui
fournisse un bon rendement
- peur que les cultivars résistants soient conçus en adéquation avec les conditions abiotiques des plus gros
pays producteurs latino américains (Colombie et Equateur) et donc pas en adéquation avec les conditions
boliviennes

- n’ont pas confiance en les institutions étatiques qui veulent importer du matériel végétal résistant de
l’extérieur
- peur que l’importation de matériel végétal résistant de l’extérieur mène à l'introduction des nouvelles
maladies (ex: la TR4) car cela a déjà été le cas avec la Sigatoka
- envie qu’il y ait une sélection massale avec le stock génétique local pour créer des cultivars à la fois
résistants et adaptés à la zone

4.2.4. État des lieux de Foc : avis des participant.es

Figure 21 : État des lieux de la présence de Foc dans la zone d’étude : avis des participant.es
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Il y a 45% des participant.es qui sont sûr.es d’avoir du Foc sur leurs parcelles et 55% qui disent qu’il y
en a dans d’autres zones (Figure 21). Les 5 participant.es étant sûr.es d’avoir du Foc sur leur parcelles
font partie des 6 participant.es déclarant qu’il y en a également sur d’autres parcelles. Un.e d’entre
elleux affirme également que la présence de Foc sur une parcelle a pu être mise en évidence via un
diagnostic et une mise en culture de prélèvements par Mario Coca Morante (résultats non-publiés).
Parmi ces mêmes personnes, il y en a 3 qui évoquent le fait que les producteur.rices sont sûr.es qu’il y
a du Foc dans la région.

Il y a également 5 participant.es qui déclarent avoir eu jadis une culture de “Guineo” sur leurs
parcelles, qui aurait été éradiquée par la maladie de Panama. Cette maladie serait la raison pour
laquelle ce cultivar local n’est presque plus cultivé dans le département de Cochabamba

En conclusion, il y a une majorité de personnes affirmant que la maladie est présente dans la zone.

4.2.5. Attentes et craintes
Finalement, il a été demandé aux participant.es quelles étaient leurs attentes et leurs craintes quant au
futur de la production ou la gestion des bananeraies.

Les réponses à cette question ont été résumées dans le tableau 7 :

Tableau 7 : Résumé des réponses des répondant.es sur leurs attentes concernant la production et la
gestion des bananeraies

Attentes concernant la production et la gestion des bananeraies

L’amélioration des ressources génétiques et du matériel de plantation via, entre autres, la mise en place
d’une pépinière mère locale qui pourrait mettre à disposition des vitroplants sains pour toutes les cultures
tropicales. Cela permettrait de rénover les plantations âgées et d'être plus résilients face aux bioagresseurs.

L’amélioration des pratiques de fertilisation via une fertilisation plus abondante ou plus raisonnée, avec des
applications fractionnées au bon moment.

L’amélioration du contrôle de la Sigatoka via une fumigation plus efficiente. Cela pourrait être réalisé via
une étude de sensibilité, afin d’éviter le développement de résistances aux molécules utilisées, ou via un
monitoring plus poussé de la maladie afin de réaliser des fumigations plus précises.

La mise à disposition d’assistance technique spécialisée et continue : fertilisation, phytopathologie,
entomologie, etc.

La favorisation de la recherche scientifique sur les cultures tropicales via, par exemple, l’implémentation
d’un centre d’investigation dans les tropiques ou via un accord continu avec l’université de Cochabamba.

La réalisation de planifications de projets sur le long terme pour développer la production bannière dans la
zone.

Une implication étatique plus importante.

Plusieurs participant.es regrettent que depuis que l’Agence des États-Unis pour le développement
international (USAID) est partie de la zone, il n’y ait plus eu ni d’assistance technique, ni de
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production et distribution de vitroplants sains, ni de recherche scientifique continue. Cela rejoint
l’attente de prise en charge de ces volets par l'État, qui n’a pas continué à financer de lui-même les
projets de développement de la filière bananière suite à la perte des financements étasuniens.

4.3 Discussions
4.3.1. Détection moléculaire
Les méthodes de biologie moléculaire développées dans le cadre de ce travail ont permis de réaliser
un premier état des lieux de la présence de la maladie dans le département de Cochabamba. Leur
transposabilité en Bolivie a également été évaluée. Les discussions et conclusions assorties à ces
expérimentations réalisées en laboratoire seront discutées ci-dessous :

1. Le protocole d’extraction mis au point semble permettre d'extraire de l’ADN de Foc et est
transposable aux conditions boliviennes, celui-ci ayant été appliqué dans un laboratoire local.

2. Le mode opératoire d’optimisation des conditions PCR semble pertinent car il permet de mettre en
évidence des témoins positifs de façon spécifique.

Cela prouve la nécessité d’optimiser les protocoles issus de la littérature scientifique afin de les
adapter aux conditions matérielles du laboratoire voulant les appliquer. Il est nécessaire d’utiliser des
témoins positifs pour réaliser toute mise au point.

L’approvisionnement en échantillons d’ADN de Foc peut s'avérer compliqué en Bolivie, cela pouvant
retarder les investigations. Il faut que, dès maintenant, les instances étatiques, le service national de
santé et de sécurité agricole (SENASAG, Servicio Nacional de Sanidad Agropecuaria e Inocuidad) ou
les universités du pays déploient une logistique d’approvisionnement du matériel nécessaire pour la
réalisation de diagnostics de la maladie. Ces instances locales pourraient également établir une
collaboration avec les instances internationales (telles que la FAO) apportant déjà du soutien à certains
pays dans le cadre de la gestion de l’épidémie de la race 4.

3. La détection moléculaire sur les 27 échantillons d’ADN extrait de matériel végétal prélevé dans des
pseudo-troncs de bananier n’a pas permis de mettre en évidence la race 1 et la race tropicale 4.

La race 1 de Foc est considérée comme étant celle qui a la plus haute probabilité de présence dans la
zone d’étude, pour les raisons suivantes :

- La mention de sa présence sur le territoire bolivien dans plusieurs documents.25–27

- Le fait que presque la majorité des acteur.rices de la filière rencontrés sur le terrain affirmait
que Foc était présent, ou du moins l’avait été durant toute une période, ayant même éradiqué
presque toute la culture d’une variété locale appelée “Guineo”.

- Le fait que les personnes de contact et participant.es à l’entretien suspectaient plusieurs
parcelles d’être infectées par Foc car ils affirmaient y observer des symptômes propres au
pathogène. Un.e des participant.es affirmant même que la présence de Foc avait été vérifiée
sur une de ses parcelles par Mario Coca Morante via des prélèvements similaires à ceux
réalisés dans ce travail et via la mise en culture du pathogène (résultats non-publiés).

- Le fait que la symptomatologie de Foc ait pu être observée sur certaines parcelles avec un
haut niveau de certitude, comme cela était le cas, par exemple, sur la parcelle 10, cultivée
avec des variétés de banane à frire susceptibles à la race 1 et pour laquelle la personne de
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contact a confirmé le diagnostic. Les photos de la symptomatologie observée peuvent être
consultées sur la carte : Banano

Dès lors, l’absence totale de positif pour la race 1 lors de la détection moléculaire est questionnable.
La première hypothèse soulevée serait que Foc était bel et bien présent dans les bananiers ayant été
prélevés, mais que le prélèvement, le transport, le stockage ou encore la détection moléculaire n’ont
pas été réalisés de façon optimale. La deuxième hypothèse serait que Foc n’était pas présent et que le
diagnostic réalisé par l'expérimentateur et les personnes de contact sur le terrain s’est avéré erroné.

Dans l’éventualité de la première hypothèse, l’explication la plus probable serait celle d’un
prélèvement non optimal pour la race 1 pour les Cavendish. Selon Li et al.58, la race 1 de Foc pourrait
rester confinée dans les racines des cultivars de Cavendish sans aller jusqu’à infecter le rhizome dans
de bonnes conditions. De fait, certains facteurs abiotiques (ex: température, niveau d’inoculum, pH du
sol, drainage du sol, etc) peuvent influencer le niveau d’infection du pathogène ou de résistance de la
plante hôte.59,60 Il serait dès lors préférable, lors de futurs prélèvements, de prélever des racines à la
place ou en plus du prélèvement dans le pseudo-tronc. Des prélèvements de sol pourraient également
être réalisés. Cette hypothèse ne permet cependant pas d’expliquer l’absence de positif pour des
prélèvements de variétés susceptibles avec une observation de symptômes spécifiques dans le
pseudo-tronc.

Dans l’éventualité de la seconde hypothèse, cela voudrait dire également que les gestionnaires de
parcelles, les assistant.es techniques et les ouvrier.ères agricoles se battent contre une maladie qui
n’est pas correctement diagnostiquée. En prenant en compte le fait que les symptômes de Foc
semblent être confondus avec ceux de Cosmopolites sordidus et la pourriture bactérienne
(Xanthomonas vasicola pv. musacearum).9 Il serait alors judicieux de réaliser un diagnostic plus
général afin d’identifier la maladie causant les ravages décrits par les personnes de contact et les
interviewé.es.

En ce qui concerne la détection de la race 4, l’absence de positif ne sera pas remise en question dans
le cadre de ce travail, car aucune preuve ne porte à penser que le pathogène pourrait se trouver sur le
territoire. Cependant, une évaluation des risques d’introduction et de gestion des ces risques est
souhaitable.

4. La méthodologie de séquençage et d’alignement réalisée permet de confirmer les résultats
spécifiques et non-spécifiques issus des tests PCR et dès lors d’augmenter la certitude de la détection
moléculaire.

Son utilisation en parallèle du mode opératoire de détection moléculaire est donc conseillée mais pas
indispensable. Elle n’est pas facilement accessible pour la Bolivie dû au manque de structure
fournissant ce type de service sur son territoire.

Sur base du mode opératoire de détection moléculaire développé, donnant des résultats performants
sur des témoins, qui montrent la pertinence des mises au points faites, et appliqué sur 27 échantillons
prélevés sur 10 parcelles à partir de pseudo-troncs de bananiers, il n’a pas été possible de mettre en
évidence la race 1 ou la race tropicale 4 du Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Cela ne veut pas dire
qu’il n’y en a pas, la vigilance est de mise. Etant donné que le Foc pourrait engendrer des problèmes
économiques importants menant à la disparition du secteur de la banane d’exportation et de la culture
alimentaire de banane à cuire, des prélèvements et des tests moléculaires systématiques, en appliquant
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cette méthodologie sur une superficie plus importante pourraient être réalisés. La contrainte majeure
relevée étant l’accès à des ressources financières et matérielles.

Il est conseillé de prélever des échantillons de racines et de sol, principalement lorsque les plantes
sont asymptomatiques. Ensuite, il est conseillé d’optimiser les conditions PCR aux conditions du
laboratoire.

4.3.2. Entretiens
4.3.2.1. Freins
Globalement, l’évaluation des connaissances des acteur.rices de la filière montre que celles-ci sont
limitées et surtout insuffisantes pour réaliser un diagnostic complet de la maladie.

Symptômes, biologie, races, dispersion, méthodes de gestion
Premièrement, afin de réaliser un diagnostic complet et d’identifier la maladie sur le terrain, les
symptômes internes devraient être connus, sachant que ce sont les plus spécifiques à celle-ci.

De plus, on remarque que même les participant.es qui semblent être les mieux informé.es évoquent
des symptômes qu’iels considèrent comme propres à Foc alors que ces derniers n’ont jamais été
mentionnés dans la littérature scientifique comme correspondant à ce pathogène.

Évaluation de la présence de Foc dans la zone selon les participant.es
Malgré le fait que l’absence de positifs pour la race 1 a été discutée, cela semble peu probable que
cette race puisse induire une symptomatologie dévastatrice telle que celle décrite comme appartenant
à Foc par les participant.es. Certain.es d’entre elleux allant jusqu’à mentionner l’abandon d’une partie
des parcelles à cause de cette maladie. La race 1 peut certes affecter jusqu’à un certain degré les
Cavendish,59,60 en fonction de certains facteurs abiotiques, mais ce cultivar reste cependant résistant et
ne peut pas présenter de symptômes aussi sévères. L’hypothèse soulevée serait donc que les
acteur.rices se battent contre un stress biotique ou abiotique n’ayant pas été correctement
diagnostiqué. Il serait dès lors nécessaire de réaliser un diagnostic plus général afin d’élucider la cause
de ces maux.

Ceci met cependant en évidence, encore une fois, le manque de connaissances permettant de réaliser
un diagnostic complet de Foc. Pourtant, la conception de programmes de prévention et de gestion de
maladie efficients et efficaces dépend de la compréhension des symptômes du pathogène étudié.61 En
conclusion, si cette maladie ne peut être diagnostiquée correctement, il est urgent, face à la menace de
la TR4 aux frontières de la Bolivie, de former les acteur.rices au diagnostic ou de fournir de
l’assistance technique spécialisée pour y arriver, comme cela a d’ailleurs été recommandé par
plusieurs interviewé.es.

4.3.2.2. Leviers
Même si les connaissances sondées ne sont pas suffisantes pour une prévention voire une gestion
concrète de la maladie, il est important de souligner le potentiel évalué. De fait, ces connaissances,
loin d’être nulles, sont suffisantes que pour initier des actions de sensibilisation au sein des parties
prenantes de la filière et pour que le public cible soit intéressé et se sente concerné. Des efforts sont
d’ailleurs déjà déployés. En effet, un.e des participant.es a signalé, après l’investigation, la mise en
place d’un événement de sensibilisation à la maladie de Panama, avec les collaborateur.rices de son
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entreprise d’exportation et en partenariat avec Mario Coca Morante (qui avait réalisé un travail sur ce
pathogène dans la zone). Cela contredit cependant les observations de Perez-Vicente et al.4 à propos
de la faible perception de nombreuses parties prenantes sur l’impact potentiel de la race 4 dans les
pays latino américains et caribéens, le contexte bolivien est donc différent.

De plus, suite à plusieurs années de lobbying, des parties prenantes auprès du gouvernement bolivien,
un programme national axé sur la culture de la banane (Programa Nacional del Banano) a été mis en
place en 2021 avec un investissement de 137 millions de bolivianos afin d’augmenter de 60% la
production et l’exportation de cette ressource.48,62 Cependant, il y actuellement des tensions entre les
représentant.es étatiques et les acteur.rices de la filière bananière, principalement représenté.es par
UNIBAN. Ces dernier.ères ayant rompu l’accord établi afin de faire entendre leurs revendications.62,63

Plusieurs irrégularités sont pointées du doigt par UNIBAN : des financements n’étant pas alloués
correctement, un manque de consultation des parties prenantes et des personnes cibles pour
l’élaboration des objectifs du projet,63 la désignation de fonctionnaires ignorant tout de la production
de bananes, embauché.es comme coordinateur.rices, superviseur.euses et technicien.nes.62 "Nous
voulons faire le programme pour notre bénéfice et non pour celui des techniciens et des directeurs qui
sont au Fonadin, au Senasag (Service national de santé agricole et de sécurité alimentaire) et à l'Iniaf
(Institut national d'innovation agricole et forestière). Peut-être, je ne sais pas, qu'ils s'emparent des
ressources et les gaspillent"6, a d’ailleurs déclaré M. Rivas.62

Attentes - Craintes
Les revendications pré-citées concordent avec les attentes des acteur.rices de la filière rapportées dans
ce travail. Les craintes concernant, entre autres, l’introduction de cultivars résistants ont également été
relevées dans la presse bolivienne.62 Les associations de producteur.rices ayant peur de l’introduction
de nouvelles maladies, iels ont exprimé la nécessité de travailler en coordination avec le Senasag et
ont proposé que le budget alloué à l’importation de nouveaux cultivars soit plutôt utilisé pour
améliorer le stock génétique existant et adapté aux conditions biotiques et abiotiques boliviennes.62 Le
manque de confiance en les institutions en charge de cette logistique est donc avéré.

Les résultats présentés dans le cadre de ce travail pourraient constituer une base de réflexion pour la
mise en place d’une réforme de l’allocation des budgets des programmes de développement, afin que
ceux-ci bénéficient de façon plus optimale aux personnes ciblées dans les lignes directrices des
projets. Enfin, l’évolution des programmes de développement pourrait être guidée par une
collaboration entre les instances étatiques et les personnes ciblées, afin de mettre en place des actions
qui permettent de remplir efficacement les objectifs définis.

4.3.2.3. Méthodologie
Plusieurs points d’attention méritent d’être pris en compte concernant l’analyse des résultats obtenus
via les entretiens semi-directifs.

Tout d'abord, il est important de considérer le fait que la population de répondant.es est faible
comparée à la population totale d’acteur.rices de la filière bananière des tropiques de Cochabamba,
même si celle-ci est représentative de leur diversité via la représentation de la majorité des professions
exercées par ces acteur.rices. Les résultats obtenus suite aux entretiens ne peuvent donc pas être
généralisés mais fournissent les tendances exprimées au sein de la population totale. Ces tendances
sont néanmoins accentuées en ce qui concerne les attentes et les craintes des interviewé.es, car elles

6 Traduit via DeepL https://www.deepl.com/fr/translator
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ont pu être corroborées par de la littérature mettant en évidence les mêmes observations.

Ensuite, l’appréciation des résultats repose sur le jugement subjectif de l’expérimentateur.rice. De fait,
dans le cadre de ce travail, l’évaluation des connaissances des participant.es a été réalisée selon le
travail de Oyesigye et al.61 avec des adaptations. Les critères de jugement retenus afin d’évaluer les
connaissances étant la symptomatologie, les différentes races et les méthodes de gestion.61 Avec une
hiérarchisation de ce qui était “le plus important à connaître".

Finalement, la méthodologie semi-directive s’est avérée être la plus adaptée dans le cadre de ce
travail. Une méthodologie plus directive n’aurait pas laissé de place pour les discussions concernant
les attentes et les craintes des participant.es. Cela s’est avéré vrai dans d’autres études sociologiques
réalisées de façon semi-directive.64,65

4.3.3. Discussion générale et conseils de gestion
Ce travail s’est réalisé en deux temps: la détection moléculaire et la réalisation d’entretiens. La
détection est pragmatique et objective tandis que la réalisation des entretiens est plus humaine et
subjective. Pourtant, ces deux parties sont complémentaires. Ensemble, elles ont permis de représenter
l'entièreté du système bananier du département de Cochabamba, en prenant Foc comme
problématique principale. Cela a été réalisé dans le but de fournir des conseils de gestion en
adéquations avec les réalités de ce système.

L’état des lieux réalisé par le biais de ce travail est un conseil de gestion en tant que tel, puisqu’il est
une base de travail pour les personnes cibles pour se rendre compte de la situation d'occurrence et de
connaissances de Foc. Il représente donc un outil d’aide à la décision pour les acteur.rices de la filière
bananière de la zone mais également pour les instances étatiques boliviennes.

Plusieurs conseils concrets ont également été formulés et sont résumés ci-dessous.

- Réaliser une analyse de risque d’introduction afin d’évaluer la menace et pouvoir mettre en
place des mesures adéquates.

- Étendre les méthodes de détection développées sur une plus grande surface, en optimisant la
méthodologie aux conditions locales et en réalisant des prélèvements racinaires ou de sol, en
plus des prélèvements vasculaires.

- Former les acteur.rices de la filière au diagnostic de terrain ou fournir l’assistance technique
nécessaire pour la réalisation de cette tâche.

- Ces deux derniers points vont de pair avec la mise en place de logistiques
d’approvisionnement de matériel et d’allocation des budgets nécessaires à leur réalisation.

- Demander de l’aide aux instances internationales spécialisées dans le travail de gestion de
Foc. La collaboration internationale étant essentielle. 21

- Réformer l’allocation des budgets des programmes de développement, afin que ceux-ci
bénéficient de façon plus optimale aux personnes ciblées dans les lignes directrices desdits
projets.

- Faire évoluer les programmes de développement pour qu’ils soient guidés par une
collaboration entre les instances étatiques et les personnes ciblées, afin de mettre en place des
actions qui permettent de remplir efficacement les objectifs définis.
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5. Conclusions et perspectives
La banane est d’une importance insoupçonnée pour la Bolivie : elle représente une ressource
alimentaire indispensable, un secteur économique d’exportation florissant et une culture alternative à
la culture illégale de feuilles de coca. Malheureusement, la banane bolivienne est menacée par l’un
des champignons les plus agressifs et destructeurs de l’histoire de l’agriculture : Fusarium oxysporum
f. sp. cubense.22–24 Les seules méthodes de prévention et de gestion actuelles et efficaces sont la
détection précoce et la mise au point de cultivars résistants.19–21 Cependant, aucune de ces méthodes
n’est encore appliquée ni étudiée sur place. Le présent travail a vu le jour dans ce contexte. Son
objectif étant de développer une méthodologie de détection permettant de réaliser un premier état des
lieux de la présence de la maladie dans la principale zone productrice de bananes d’exportation, les
tropiques du département de Cochabamba. Le but étant, également, d'évaluer si ces méthodes sont
transposables et reproductibles en Bolivie. De manière à avoir une vision globale de la situation
bolivienne, des entretiens semi-directifs ont également été réalisés. Les entretiens avaient pour but
d’évaluer les connaissances des acteur.rices de la filière bananière sur la maladie et sur sa gestion,
ainsi que leurs attentes et craintes concernant le futur de cette filière. Grâce à cette évaluation, les
leviers et freins qui peuvent être actionnés dans une optique de prévention et de gestion de la maladie
sont connus.

Les conclusions tirées à l’issue de ce travail sont les suivantes :
- La méthodologie développée pour l’extraction d’ADN à partir d’échantillons de systèmes

vasculaires de bananier fonctionne et est transposable en Bolivie.
- L’optimisation des protocoles est pertinente avant leur application dans un nouveau contexte.
- La race 1 et la race tropicale 4 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense n’ont pas pu être mises

en évidence via la détection PCR réalisée sur les 27 échantillons d’ADN prélevés à partir de
pseudo-tronc de bananiers provenant de 10 parcelles.

- Les connaissances des acteur.rices de la filière bananière ne sont pas suffisantes pour réaliser
un diagnostic de terrain fiable. Cependant, les connaissances ne sont pas nulles, le potentiel
pour la mise en place de mesures de prévention que les personnes cibles pourront intégrer
rapidement est grand. Des actions sont d’ailleurs déjà mises en place, via la revendication des
acteur.rices. Iels réclament plus de considération des instances étatiques dans les programmes
qu’iels élaborent et dont iels devraient être les premier.ères bénéficiaires. Mais encore, des
actions de sensibilisation pour les parties prenantes sont également réalisées.

Ce travail, replacé dans le cadre d’une recherche, a permis de montrer l’application d’outils de
détection développés par la recherche scientifique dans un cas concret de détection d’un
phytopathogène sur un territoire défini. Il a également prouvé que des amorces mises au point pour la
réalisation de PCR quantitative peuvent être adaptées facilement à des conditions PCR
conventionnelles, ce qui augmente le champ d’application desdites amorces. Il permet aussi de
montrer l’intérêt de combiner des outils pragmatiques, tels que la détection, avec des outils
sociologiques plus humains, comme les entretiens semi-directifs, dans l’évaluation des leviers et des
freins à l’implémentation de méthodes de prévention et de gestion d’un agent de quarantaine. Ce
travail peut donc servir de base de travail lors de l’étude d’un cas similaire dans un autre pays.

Finalement, une dernière perspective de ce travail pourrait être de sonder d’autres techniques de
diagnostic telles que la qPCR, permettant d’avoir un résultat quantitatif offrant de meilleures
performances en termes de sensibilité, de rapidité et de spécificité, qui sont essentielles pour la
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détection d’agents phytopathogènes.54 Les méthodes LAMP s’avèrent également intéressantes, surtout
via leur application directement en champ à partir de matériel végétal frais, et pouvant donc être
pertinentes pour réaliser de la détection précoce. Par ailleurs, leur faible nécessité en équipement les
rend peu coûteuses et très accessibles.54,66 De plus, ces dernières pourraient être adaptées au contexte
bolivien, sachant que les équipements requis y sont déjà présents.
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7. Annexes
Annexe 1 : Guide d’entretien semi-directif

- Version française
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Annexe 2 : Guide d’entretien semi-directif - Version espagnole
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